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RESUMO

O principal objetivo deste trabalho foi a avaliacéo do crescimento da macréfita Lemna minor e da microalga
Chlorella vulgaris numa agua residual proveniente de uma dada estacao de tratamento de aguas residuais.
Além das espécies mencionadas foi utilizada uma terceira espécie, o microcrustaceo Daphnia magna, com
0 objetivo de investigar a sua interagdo com a L. minor e com a C. vulgaris, de forma a avaliar as interacdes
tréficas por meio de testes multiespécie. Foram utilizadas véarias concentragdes de agua residual, com o
intuito de analisar a sua influéncia no crescimento das espécies usadas em cada ensaio.

Neste estudo foi, também, desenvolvido um sistema de classificagdo das ETAR, com vista a determinar
qual a que possui o efluente com as caracteristicas mais apropriadas, para a realizagdo dos ensaios
laboratoriais. Foram consideradas todas as ETAR geridas pela SIMARSUL, tendo sido selecionada a
ETAR da Quinta do Conde, por apresentar a classificacdo mais elevada.

No &mbito deste trabalho foram realizados trés ensaios: o ensaio preliminar, o 1° ensaio e 0 2° ensaio. Em
cada ensaio foram previamente estabelecidos diferentes parametros, como por exemplo a intensidade
luminosa e temperatura, para amostras com varias concentra¢des de 4gua residual.

Quando se comparou a evolugdo das taxas de crescimento especifico em termos do aumento da
concentracdo da agua residual nas amostras, observou-se uma evolucdo oposta para a L. minor e C.
vulgaris. A taxa de crescimento especifico da L. minor, quer em termos do numero de frondes, quer da
area foliar, diminuiu com o aumento da concentragdo da agua residual nas amostras, enquanto no caso
da C. vulgaris, a taxa de crescimento especifico aumentou. Estes resultados evidenciam o efeito toxico
desta agua residual na L. minor.

A presenca da D. magna nas amostras nao afetou, significativamente, a taxa de crescimento especifico
da L. minor e da C. vulgaris.

Os resultados anteriores confirmam, a adequacdo da L. minor como organismo teste em testes
ecotoxicoldgicos, e o potencial da C. vulgaris para aplicagdes futuras envolvendo processos de
biorremediacdo nas ETAR.

Palavras-chave: Taxa de crescimento especifico; Lemna minor; Chlorella vulgaris; Daphnia magna;
macrdfitas; microalgas; agua residual
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ABSTRACT

The main objective of this work was to evaluate the growth of the macrophyte Lemna minor and the
microalgae Chlorella vulgaris in wastewater from a local Portuguese wastewater treatment plant (WWTP).
In addition to these species, a third species was used, the freshwater crustacean Daphnia magna, which
was included to evaluate its trophic interactions with L. minor and C. vulgaris. Various concentrations of
wastewater were considered in order to analyse its influence on the population growth of the species used
in each test.

A classification system was developed to determine which of the WWTPs in the Setubal Peninsula would
deliver the wastewater with the required characteristics for the tests. All operational wastewater treatment
plants, managed by SIMARSUL, were considered. The wastewater treatment plant of Quinta do Conde
obtained the highest classification and was therefore selected.

Within the scope of this work, three tests were carried out: a preliminary test and the two final tests. In each
test, several environmental parameters were evaluated, namely ligh intensity and temperature, for samples
with different wastewater concentrations.

When comparing the evolution of the specific average growth rates, in relation to the concentration of
wastewater in the treatments, an opposite trend was observed for L. minor and C. vulgaris. The growth rate
of L. minor decreased with increasing concentration of wastewater in the samples, when considering the
number of fronds as well as the leaf area, whereas the growth rate of C. vulgaris increased. These results
show a toxicity effect of the wastewater for the L. minor.

The presence of D. magna in the samples did not significantly affect the growth rate of L. minor and C.
vulgaris.

The previous results confirm the suitability of L. minor as a test organism in ecotoxicological tests and the
potential of C. vulgaris for future application in nutrient bioremediation in WWTPs.

Keywords: Specific growth rate; Lemna minor; Chlorella vulgaris; Daphnia magna; macrophytes;
microalgae; wastewater
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1. Introducgéo

1.1 Relevancia cientifica

De acordo com as Ultimas estimativas das Nag6es Unidas, a populagdo mundial atual é de 7,8 mil milhdes,
prevendo-se que chegue aos 8,5 mil milhdes em 2030, 9,7 mil milh6es em 2050 e 10,9 mil milhdes em
2100 (United Nations, 2019a, 2019b). As alteracBes climaticas e a procura do recurso agua fazem com
gue seja necessaria uma gestdo adequada deste recurso. Além do aumento da evaporacao, devido ao
aquecimento global, as alteragdes climaticas poderédo potenciar a ocorréncia e a intensidade de cheias e
secas. As atividades antropogénicas frequentemente tém como consequéncia a contamina¢éo dos poucos
recursos aguaticos ainda pristinos, acentuando os efeitos das alteragcdes climaticas (Makarigakis &
Jimenez-Cisneros, 2019).

O crescimento urbano e a alteracé@o do clima, entre outros problemas, podem acentuar a proliferacao de
espécies como algas, levando & alteracdo da qualidade associada a origem da agua, tornando-se um
fenébmeno global. Desta forma, os reservatorios urbanos eutrofizados constituem problemas de saude
publica e ambiental, tendo em consideracao o risco que apresentam para a saude da populagédo (Oliver et
al., 2018).

Presentemente, € reconhecido universalmente que a agua doce e a sua gestao sustentavel é uma das
mais importantes preocupacdes de varios grupos cientificos, sociais e politicos. Contudo, o recurso agua
encontra-se alvo de diversas ameacas quantitativas e qualitativas. A poluicdo e 0 crescimento
populacional, industrializacao e rapido desenvolvimento econémico, infligem riscos severos em termos da
disponibilidade e qualidade dos recursos aquéticos em diversas partes do globo.

Os mapas-mundi representados na Figura 1.1 evidenciam o impacto do crescimento populacional, entre
1995 e o previsto para 2025, no uso da agua, tendo em conta a taxa do uso da dgua por pessoa.

Percentagem da captagido de agua em termos da agua total disponivel
B Acimade 40% I 20%-10%

40%-20% B Menos do que 10%

Figura 1.1 - Mapa representativo do stress hidrico mundial em 1995 e previsto para 2025 (Rekacewicz,
2012).



E possivel observar na Figura 1.1, um aumento do impacto do crescimento populacional em 2025, em
relagcdo ao periodo de 1995. A reducdo da disponibilidade dos recursos de agua doce €, a qualidade da
agua sdo das principais preocupacdes mundiais. Nos dias de hoje, esta provado que as atividades
antropogénicas sao a principal causa da poluicéo e alteracdo do ambiente. Estas atividades, necessarias
ao desenvolvimento humano, levam a degradacdo do ambiente e a libertacdo de materiais toxicos, sendo
responsaveis pela perda de qualidade de vida. Um dos problemas mais graves é a poluicdo da agua,
causada por diferentes atividades humanas como a industrial, agricola e doméstica.

A maior causa de poluicdo das massas de agua é a descarga de efluentes ndo tratados de forma
adequada, que adiciona agentes patogénicos, compostos organicos e inorganicos e poluentes
macroscopicos aos corpos de agua (Pandey, 2006). Assim, para se descarregarem efluentes industriais,
agricolas e domésticos sem causar danos a saude humana ou ao ambiente natural, € necessario tratar as
aguas residuais de modo a remover, e.g., nutrientes, organismos patogénicos e metais pesados, até se
atingirem concentragdes que cumpram os valores de seguranga previamente estabelecidos. O racio de
agua tratada e nao tratada em varias regiées do mundo esté representado na Figura 1.2.
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Figura 1.2 - Racio das &guas residuais tratadas (azul) e ndo tratadas (laranja) em 11 regiées do mundo
(Ahlenius, 2010).

A 4gua residual ndo tratada ou tratada de forma deficiente pode originar problemas ambientais, como por
exemplo a eutrofizac@o das massas de agua. A eutrofizacdo consiste na adicdo de nutrientes, como azoto
e fésforo, a um ecossistema aquatico, resultando no aumento da produtividade primaria, e podendo ter
efeitos draméticos nesse ecossistema. Os niveis elevados de nutrientes promovem um crescimento
excessivo de algas. Quando as algas morrem, a sua decomposicdo por bactérias leva a deplecao do
oxigénio na agua, o que faz com que haja um declinio de outros organismos aquaticos (Sadava et al.,
2009).

A introducéo de azoto no ambiente tem aumentado bastante nos Gltimos anos. A polui¢cao devido ao azoto
leva a acidificagcdo dos solos e da 4gua, perda de biodiversidade em ecossistemas aquaticos e terrestres,
e eutrofizacao das massas de agua. O azoto amoniacal nas aguas de superficie é tdxico para os peixes,



enquanto que o azoto na agua de consumo, pode levar a problemas de salde, de entre os quais 0 mais
conhecido é a metahemoglobinemia. Este problema de salude é caracterizado pela presenca de niveis
elevados de metahemoglobina (METHB) que resulta da presenca de ferro na forma férrica em vez da
forma usual de ferro (metahemoglobinemia), tendo como consequéncia uma diminuicdo do oxigénio
disponivel para os tecidos, o que pode ser devido a reducdo de nitrato a nitrito no organismo humano
(Fernicola & Azevedo, 1981; Fewtrell, 2004).

Outro efeito prejudicial do azoto, na forma de éxidos de azoto (NOx), é a sua contribuicdo para a formacao
de ozono na troposfera, levando a diminuicdo da produtividade das florestas e das culturas agricolas, bem
como a problemas de sadde humana (Cristovao, 2016; Bhatia et al., 2012). Adicionalmente, o azoto na
forma de amoniaco e NOx, pode ser libertado para a atmosfera contribuindo para a formacéo de chuvas
acidas (Cristovéo, 2016; Liu et al., 2019; Brusseau et al.,2019).

A transferéncia da agua captada de uma determinada origem para a estacéo de tratamento de agua (ETA),
a distribuicdo da agua desde a ETA até ao utilizador, e o tratamento da agua residual resultante, sdo
operacdes gque requerem bombagem, arejamento, ou outros processos. O uso de eletricidade é um dos
principais custos das empresas de abastecimento de agua e tende a ser a principal fonte de gases de
efeito de estufa durante o abastecimento de agua. Num pais, onde a reducdo do gasto energético e
emissdes é atualmente uma parte importante da agenda nacional, a gestdo do uso energético ir4 ser o
principal foco da industria de &gua. A maioria da agua subterrdnea e superficial pode ser tratada por
métodos convencionais. Como resultado, o tratamento de agua tende a ser um processo de baixo consumo
energeético quando comparado com a captacgéo e distribuicdo. Se a fonte for a &gua do mar ou a agua
residual, os custos de tratamento aumentam drasticamente devido ao elevado consumo de energia
associado, podendo ser o maior contributo para o consumo total de energia utilizada no abastecimento de
agua (Smith et al., 2019).

Ao contrario de muitas das substancias organicas nos ecossistemas, os metais pesados geralmente nao
podem ser degradados por vias biolégicas (Singh et al., 2019). Por esta razdo, os metais pesados
acumulam-se na agua, alimentos e sedimentos, chegando até ao ser humano através da cadeia alimentar.
Os ibes destes elementos, que se acumulam nos sistemas biol6gicos, em determinadas concentracdes
inibem a atividade biol6gica ao danificarem as fungfes celulares. Por esta razdo, ha a necessidade de
reduzir a sua concentragdo elevada das aguas residuais antes que entrem no meio recetor. Muitos dos
métodos fisico-quimicos como a precipitagdo quimica, ultrafitracdo, oxidacdo quimica e reducdo,
purificacdo eletroquimica, osmose inversa, coagulacao/floculacdo e troca ibnica sdo utilizados para
remover estas substancias da agua. Estes métodos, que tém um investimento e custos de operacdo
elevados e necessidades energéticas elevadas, possuem eficiéncias diferentes para metais diferentes.
Quando a concentragdo do metal na agua esta no intervalo de 10-100 mg/l, estes métodos podem ser
ineficazes ou demasiado dispendiosos (Tatar et al., 2019). Nos Uultimos anos, as técnicas de
fitorremediacéo utilizam métodos “amigos do ambiente”, que sdo mais eficientes, tém um investimento e
custos de operacdo menores, necessitam de menos méo-de-obra, e consomem menos energia que 0s
métodos fisico-quimicos (Tatar et al., 2019).

A remocao de nutrientes do efluente final até ao limite de seguranca para reutilizacdo ou descarga, tem
sido uma das tarefas mais dispendiosas no tratamento de aguas residuais. O efluente final tem sido
caracterizado como tendo elevadas concentragcdes de azoto e fosforo e outros compostos organicos e
inorganicos, que quando descarregados numa linha de agua podem levar a eutrofizagdo. As estacdes de
tratamento de agua residual (ETAR) em muitos paises desenvolvidos, tém incorporado um sistema de
tratamento terciario que efetua um tratamento biol6gico e quimico avangado com o intuito de remover
azoto, fésforo e metais pesados. O processo de tratamento fisico-quimico funciona por filtracao,
0zonizacao, osmose inversa, e absor¢ao por carvdo ativado, sendo limitada frequentemente pelos custos
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elevados de implementacdo. Os métodos biolégicos sdo bastante atrativos em termos de tratamento
terciario, devido ao custo reduzido de implementagéo e a criagdo de produtos de valor acrescentado. As
microalgas tém sido conhecidas ha décadas por terem o potencial de remover contaminantes das aguas
residuais. A integracdo das microalgas no tratamento de aguas residuais pode potencialmente oferecer
um processo sustentavel, de baixo custo e eficiente, que normalmente ndo contribui com subprodutos
(Singh et al., 2019).

Na busca por alternativas de tratamento terciario de aguas residuais, as lagoas de macroéfitas compostas
por Lemna spp. demonstraram ser uma opcéo eficiente e de baixo custo, tendo sido utilizadas com sucesso
em sistemas de tratamento de efluentes, principalmente para aguas residuais agricolas e municipais
(Alaerts et al., 1996; Kérner & Vermaat, 1998; Mohedano et al., 2012a). Estas lagoas possuem uma grande
capacidade de remocdao de nutrientes, principalmente compostos de azoto e fésforo (Cheng et al., 20002a;
Mohedano et al., 2012b).

1.2 Objetivos

O principal objetivo deste trabalho foi a avaliagcdo do crescimento das espécies Chlorella vulgaris e Lemna
minor numa agua residual proveniente de uma ETAR. Além das espécies mencionadas foi utilizada uma
espécie de crustaceo, Daphnia magna, que teve como objetivo analisar a sua interacdo com as espécies
anteriores, de forma a avaliar as interac¢des tréficas por meio de testes multiespécie. A dgua residual foi
diluida de modo a obter diferentes concentra¢g@es, com o intuito de avaliar como a concentracdo de 4gua
residual afeta o crescimento das espécies utilizadas em cada ensaio. Utilizou-se a espécie L. minor como
bioindicador de toxicidade da agua residual utilizada nos ensaios experimentais. Com este trabalho,
também se pretendeu avaliar a potencial integracao da cultura de microalgas e/ou macrdéfitas no tratamento
de efluentes.

1.3 Organizacdo da Dissertacao
Esta tese encontra-se organizada em sete capitulos:

Capitulo 1 — Introducéo a problematica referente a poluicdo dos meios aquaticos, solugfes de tratamento
e objetivos do estudo realizado no dmbito desta dissertagéo.

Capitulo 2 — Revisao da bibliografia pertinente ao estudo efetuado.

Capitulo 3 - Sdo descritos os materiais e métodos utilizados na realizagao desta dissertacdo. Neste
capitulo encontra-se a informacéao relevante ao trabalho laboratorial.

Capitulo 4 — Séo referidos os resultados obtidos nos ensaios laboratoriais realizados no &mbito desta
dissertacgéo.

Capitulo 5 — S&o0 apresentadas as conclusdes deste trabalho, assim como as perspetivas futuras.
Capitulo 6 — Encontram-se as referéncias bibliograficas que serviram de base para este estudo.

Capitulo 7 — Constituido pelos anexos, onde se encontram informacdes adicionais que apoiaram a
realizacéo desta dissertacéo.



2. Revisao bibliografica

2.1 Diretiva Quadro de Agua (2000/60/CE)

O instrumento chave da politica Europeia para a gestédo da agua € a Diretiva 2000/60/CE do Parlamento
Europeu do Conselho de 23 de outubro de 2000, ou de forma abreviada a Diretiva Quadro de Agua (DQA)
(EC, 2000), Esta Diretiva estabelece o quadro de agdo da comunidade europeia de forma a proteger as
massas de agua interiores, de transi¢ado, costeiras e subterrdneas. A DQA descreve “bom estado das
aguas superficiais” em termos ecolégicos e quimicos e “bom estado das aguas subterrdneas” em termos
guantitativos e quimicos (Aradjo et al., 2015). Em Portugal, a Diretiva n.° 2000/60/CE, foi transposta para
o ordenamento juridico interno pela Lei n.° 58/2005, de 29 de dezembro, alterada pelo Decreto-Lei n.°
245/2009, de 22 de setembro, e pelo Decreto-Lei n.° 77/2006, de 30 de marco, alterado pelo Decreto-
Lei n.° 103/2010, de 24 de setembro (Decreto-Lei n° 130/2012 de 22 de junho do Ministério da Agricultura,
do Mar, do Ambiente e do Ordenamento do Territério, 2012).

A DQA foca-se principalmente na qualidade ambiental, substituindo as politicas ambientais fragmentadas
gue se focam no estatuto quimico e fisico, adotando uma abordagem holistica que considera padrées de
gualidade ecoldgica (Howarth, 2006). A Diretiva visa expandir a prote¢do a todas as aguas, onde se
incluem as aguas de superficie, subterraneas, de transi¢éo e costeiras.

A DQA introduziu uma mudanca crucial na politica Europeia de protecdo dos recursos aquaticos,
desviando o foco no controlo de fontes pontuais de poluigdo (regulamentos de emissfes), para integrar a
prevencéo e controlo da poluicdo ao nivel da bacia hidrogréfica, definindo objetivos de qualidade para as
aguas recetoras (regulamentos de emissao de efluentes) que sdo as bases para definir os limites de
emissdes a jusante do curso de agua. Esta nova abordagem faz com que haja mais liberdade para se gerir
a bacia devido a expansédo das fronteiras do sistema gerido, aumentando o nimero de sub-sistemas que
tém de ser considerados, bem como as interacdes entre eles - que podem levar por um lado a uma
alocacdo melhor dos recursos econdmicos para o combate a poluicdo e introduzir por outro lado um
incremento da complexidade na andlise, devido as sinergias resultantes da implementacéo de diferentes
medi¢Bes para componentes distintas do sistema da bacia hidrogréfica.

Em particular, de forma a se priorizar as intervencdes, a DQA requere explicitamente que seja
desenvolvido um plano de gestdo da bacia, onde sdo reveladas as principais pressfes e impactos sobre
a agua que recebe e sdo decididas as medidas para alcancar os objetivos de qualidade da agua. Tais
planos podem ser realizados usando principalmente andlises qualitativas de especialistas, portanto, sem
objetividade (quantificacdo) e falta de eficiéncia em termos de tempo e custos, possivelmente falhando na
identificacdo das melhores alternativas e negligenciando as certezas e as incertezas na analise, apenas
introduzindo fatores de seguranga heuristica (Benedetti, 2006).

2.2 Instrumentos legais para controlo da agua residual disponiveis em Portugal

Numa perspetiva de protecdo da salde publica, de gestdo integrada dos recursos hidricos e de
preservacdo do ambiente, o Decreto-Lei n.° 236/98 de 1 de agosto estabelece normas, critérios e objetivos
de qualidade com a finalidade de proteger o meio aquatico e melhorar a qualidade das aguas em funcéo
dos seus principais usos. Para se atingirem as metas anteriormente mencionadas, o referido Decreto-Lei
define os requisitos a observar na utilizagdo das dguas para consumo humano, uso balnear, suporte da
vida aquicola e rega. E sdo ainda definidas as normas de descarga das aguas residuais na agua e no solo,
com o intuito de promover a qualidade do meio aquatico e a protecdo da saude publica e dos solos.


https://dre.pt/pesquisa/-/search/178512/details/eurlex.asp?ano=2000&id=300L0060

A Diretiva 91/271/CEE do Conselho, de 21 de maio de 1991, que diz respeito ao tratamento de aguas
residuais urbanas, foi criada de forma a proteger o meio ambiente dos efeitos negativos da descarga de
aguas residuais ndao devidamente tratadas. Algumas consideragfes relativas a Diretiva 91/271/CEE
(Council Directive 91/271/EEC) séo:

e Na generalidade existe a necessidade de um tratamento secundario da agua
residual urbana, de forma a prevenir eventuais danos ambientais causados por
descargas de aguas residuais urbanas ndo tratadas de forma adequada.

¢ Nas zonas classificadas como sensiveis o tratamento requerido deve ser mais exigente,
enquanto em zonas classificadas como menos sensiveis o tratamento primario pode ser
considerado suficiente.

e Monitorizacdo das ETAR, aguas recetoras e eliminacao das lamas, de forma a garantir a
protecdo do meio ambiente, contra os efeitos negativos das descargas de aguas residuais.

e Garantir que a informagdo relativa a eliminagdo de Aguas residuais e lamas esteja
disponivel ao publico, sob a forma de relatérios periédicos.

O Decreto-Lei n.°152/97 transpBe para o direito interno a Diretiva n.° 91/271/CEE, do Conselho Europeu,
de 21 de maio de 1991, relativamente ao tratamento de 4guas residuais urbanas. A Diretivan.© 91/271/CEE
devido a problemas de interpretacé@o inerentes a sua aplicacdo, em termos dos requisitos a que devem
obedecer as descargas provenientes de ETAR efetuadas em zonas sensiveis sujeitas a eutrofizacao,
levou a publicacéo da Diretiva n.° 98/15/CE, da Comissédo Europeia, de 27 de fevereiro, que determina que
se proceda a alteracéo do Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de junho. Esta alteracéo é efetuada pelo Decreto-
Lei n.° 348/98 que transpde para o direito interno a Diretiva 98/15/CE, da Comissao, de 21 de fevereiro.
Os Decretos-Lei n.° 261/99, de 7 de julho, n.° 172/2001, de 26 de maio, n.° 198/2008, de 8 de outubro e
n.° 133/2005, de 13 de junho introduziram outras alterac6es no Decreto-Lei n.° 152/97, de 19 de junho,
nomeadamente na delimitacdo de zonas sensiveis e das zonas menos sensiveis e requisitos de descarga
(APA, 2020).

De acordo com a legislacdo Portuguesa, a descarga de aguas residuais urbanas s6 pode ser licenciada
guando aquelas aguas se submetam a um tratamento secundario, ou seja, tratamento biol6gico com
decantacdo secundéaria ou outro processo que permita respeitar os valores exigidos por lei (Decreto-Lei n®
152/97, 1997).

Relativamente ao meio recetor, caso seja um meio sensivel sujeito a eutrofizacdo, € requerido que o
efluente tratado tenha concentracdes inferiores a 2 mg P/l para o fosforo total e de 15 mg N/l para o azoto
total, exigindo-se um minimo de reducgédo de 80% para o fosforo total e entre 70-80% para o azoto total. Na
Tabela 2.1 encontram-se resumidos 0s requisitos exigidos para descargas no meio recetor por parte das
ETAR urbanas. Nesta tabela estdo indicados também os valores maximos exigidos para a caréncia
bioquimica de oxigénio ao fim de cinco dias (CBOs) e da caréncia quimica de oxigénio (CQO). A CBOs
traduz a quantidade de oxigénio dissolvido utilizado pelos microrganismos na oxidagao da matéria organica
presente no meio ao quinto dia e a CQO representa a quantidade de oxigénio necessaria para oxidar, por
via quimica, a matéria organica.


https://dre.pt/home/-/dre/365343/details/eurlex.asp?ano=1991&id=391L0271
https://dre.pt/home/-/dre/365343/details/eurlex.asp?ano=1991&id=391L0271
https://dre.pt/pesquisa/-/search/223419/details/eurlex.asp?ano=1998&id=398L0015
https://dre.pt/pesquisa/-/search/223419/details/eurlex.asp?ano=1998&id=398L0015

Tabela 2.1 - Requisitos para as descargas das ETAR urbanas (Decreto-Lei n.° 152/97, 1997).

Parametro Concentracdo Percentagem minima de
reducdo (%)
CBOs (mg 0O2/1) 25 70-90
CQO (mg O2/1) 125 75
Faésforo total (mg P/I) 2 80
Azoto total (mg N/I) 15 70-80

2.3 Tratamento convencional da agua residual doméstica

Numa ETAR, as aguas residuais sdo submetidas a uma série de tratamentos, que envolvem a fase liquida
e afase sélida. Na fase liquida podem existir varias etapas de tratamento: preliminar, primario, secundario
e terciario. O tratamento da fase sélida corresponde ao tratamento dos sélidos removidos na fase liquida
da agua residual (Jane, 2017).

Tratamento preliminar

O tratamento preliminar tem como intuito a remocédo de soélidos grosseiros, areias, 6leos e gorduras,
suscetiveis de afetar as etapas de tratamento a jusante, como por exemplo reducdes de eficiéncias de
tratamento e o desgaste de equipamentos. O tratamento preliminar compreende um conjunto de 6rgaos,
tais como grade grossa, tamisador rotativo, o desarenador e o desengordurador (Gray, 2004).

Tratamento primario

Durante o tratamento primario efetua-se a remogéo de solidos sedimentaveis e material sobrenadante
utilizando um decantador primario. O decantador priméario permite uma reducédo significativa da carga
orgéanica na agua residual, que ira afluir a etapa seguinte (Metcalf & Eddy,2003).

Tratamento secundario

O tratamento secundario, que também pode ser designado por tratamento bioldgico, tem por objetivo
remover a matéria organica biodegradavel (em solugcdo ou suspensao) e solidos em suspensédo, que
permanecem no efluente apds o tratamento primario. Em muitos casos, neste tipo de tratamento também
se faz a remocao de nutrientes, nomeadamente fosforo e azoto (Metcalf & Eddy,2003). O processo de
tratamento envolve um reator, que providencia um ambiente adequado ao desenvolvimento da populacdo
microbiana, que ira degradar a matéria organica. Existem dois tipos principais de reatores: aqueles onde
a biomassa esta fixa num meio estruturante, que pode ser de pedra ou plastico, e aqueles onde a biomassa
se encontra suspensa em solugéo. Ao sistema de biomassa suspensa costuma chamar-se lamas ativadas.
Posteriormente apenas é necessario a separagdo dos microrganismos da agua por sedimentacao (Gray,
2004).

Tratamento terciario

O tratamento tercidrio tera lugar, se as exigéncias da qualidade da agua residual, ndo tiverem sido
atingidas nas etapas anteriores de tratamento. Este tratamento tem como objetivo, a remocdo de
determinados poluentes, que se mantém na agua, tais como particulas dificilmente decantaveis e
microrganismos patogénicos. A desinfe¢do, também, é parte do tratamento terciario e pode ser feita, por



exemplo, através de radiagdo UV ou adicao de compostos de cloro. A remogéo avancada de nutrientes é
por vezes incluida no tratamento terciario (Metcalf & Eddy, 2003).

2.4 Macréfitas e microalgas para o tratamento de aguas residuais

A utilizacdo de plantas na remocdo de material poluente das aguas residuais designa-se por
fitorremediagdo. Em virtude de se utilizarem organismos, a fitorremedia¢cdo tem um impacto ambiental
muito mais reduzido e a sua implementacéo € esteticamente mais agradavel (Pradhan et al., 1998), do
gue os tratamentos envolvendo tecnologias mais avancadas que, para além do custo mais elevado,
também tém necessidades energéticas e uma pegada de carbono maior (Moore, 2010). A fitorremediagao
tem demonstrado ser, um processo com elevada eficiéncia de remocédo de nutrientes, provenientes de
diversos tipos de aguas residuais, como domésticas e industria de lacticinios e destilaria (Mohamed et al.,
2017), e tem um elevado potencial para a producdo de uma agua residual tratada de boa qualidade,
guando comparado com o efluente resultante do tratamento primario e secundario (Abou-Shanab et al.,
2013). Existem varias espécies que podem ser utilizadas no processo de fitorremediagdo, contudo a sua
selecdo depende principalmente da disponibilidade da espécie, da sua taxa fotossintética e toleréncia a
agua residual (Landesman, 2000).

Uma das familias de plantas aquaticas mais utilizada é a Lemnaceae, em particular varias espécies do
género Lemna, e.g. a Lemna gibba e a Lemna minor. Estas espécies tém a vantagem de serem faceis de
cultivar e, em condic¢des favoraveis de temperatura, luminosidade e concentragdo de nutrientes, possuirem
um crescimento rapido. A sua estrutura € constituida por uma simples lamela verde de pequenas
dimensdes lineares, da ordem dos milimetros, designada por fronde, em cuja face inferior se encontra uma
raiz filiforme. As frondes flutuam a superficie da agua e podem fundir-se em pequenos grupos dando
origem a plantas que podem cobrir uma grande superficie de adgua. A reproducédo destas espécies é
normalmente vegetativa e obtida por divisdo das frondes. As espécies do género Lemna, com a sua
capacidade para remover do meio aquatico, metais pesados e nutrientes, como o fosforo e o azoto, e
crescimento rapido, podem ser usadas em aplicagbes envolvendo, nomeadamente a remocdo de
nutrientes de aguas residuais, testes ecotoxicologicos, alimentacdo animal e humana e fertilizantes
(Appenroth et al., 2013).

As microalgas sdo também utilizadas no tratamento de aguas residuais, nomeadamente as espécies do
género Chlorella, com destaque para a Chlorella vulgaris, em virtude de serem bastante eficientes na
remocao de varios compostos de azoto e fésforo, metais pesados, e residuos toxicos, eventualmente
presentes nessas aguas. As microalgas do género Chlorella sdo organismos aquéticos unicelulares de cor
verde, com forma esférica e didmetro da ordem da dezena de micrometros. As microalgas distribuem-se
pela zona eufética do meio aquético (Upadhyay et al.,2019) e ndo s6 a superficie, como € o caso da
macréfita do género Lemna, ndo exigindo por isso grandes areas de exposicdo, permitindo a
implementacao de sistemas de tratamento mais compactos. A luz solar e uma pequena quantidade de
nutrientes sao suficientes para que haja uma multiplicagéo rapida das espécies de Chlorella, dando origem
a uma grande concentragdo de microalgas o que, sob o ponto de vista do tratamento de aguas residuais,
cria dificuldades técnicas no seu processo de remocao e limita a reutilizacdo da agua residual. Contudo,
em aplicagcbes envolvendo a producdo de biomassa, sdo desejaveis elevadas concentracdes de
microalgas.

A utilizac@o simultanea de macrdfitas e microalgas no tratamento de agua residual cria uma competicao
entre estes dois tipos de organismos, que pode ser favoravel a qualquer um deles, dependendo dos
processos dominantes presentes no meio aquatico. Com efeito, 0 aumento da concentragéo de macrofitas
na superficie do meio aquatico, provoca uma diminui¢do da intensidade luminosa que penetra na agua, o
gue conduz a uma reducao da atividade microalgal o que podera, eventualmente, eliminar a populacdo de
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microalgas existente. Por sua vez, as microalgas ao reduzirem as concentracdes de nutrientes e alterarem
as caracteristicas fisicas do meio, podem também afetar o crescimento das macrofitas. Deste modo é
necessario ter em consideracéo todos estes efeitos aquando do processo de desenvolvimento e avaliagao
de um tratamento de aguas residuais envolvendo a utilizacdo conjunta destes dois tipos de organismos
aquaticos. O trabalho de Valderrama et al. (2002) mostrou a viabilidade de tratamento de agua residual,
com niveis elevados de matéria organica, através da acao combinada da C. vulgaris e L. minuscula. Estas
espécies foram usadas sequencialmente, primeiro a microalga e depois a macrdfita, tendo-se verificado
gue a microalga foi fundamentalmente eficiente na remocao de nutrientes, enquanto que a macréfita atuou
mais na reducdo da matéria organica e precipitacdo das microalgas.

Fitorremediacao de aguas residuais com macréfitas

No tratamento de aguas residuais, tem-se comprovado a tolerancia das espécies de Lemna a cargas
elevadas de nutrientes organicos e inorganicos e a sua eficiéncia na remocao de nutrientes téxicos e
metais pesados, assim como na regulagédo do balanco de oxigénio, sendo muito utilizadas em lagoas de
estabilizacéo (Pescod, 1992). Taxas de tratamento efetivas sdo normalmente sustentadas, pelas elevadas
taxas de crescimento destas macrdfitas (Lemon et al., 2001; Ziegler et al. 2015) e a sua rapida colonizagao
de 4reas amplas, formando coberturas densas (Dussart et al. 1993; Ceschin et al., 2016). Em areas
temperadas e tropicais, algumas espécies de Lemna (e.g., L. minor, L. gibba, L. minuta) podem ser
utilizadas eficazmente no tratamento de dguas residuais durante todo o ano, em virtude de ndo terem um
estado vegetativo latente no periodo de outono-inverno, embora o ritmo de crescimento diminua quando
as temperaturas sdo baixas.

Tém-se vindo a propor varios tipos de macréfitas flutuantes como agentes de biorremediacdo de aguas
residuais, devido as suas caracteristicas e, também, as suas taxas de crescimento elevadas e facil
manutencgdo (Salt et al., 1998; Pulford & Watson, 2003; Pilon-Smits, 2005). Entre as macrdéfitas mais
usadas para a biorremediacéo, encontram-se as plantas da familia das Lemnaceae (Lemna spp., Spirodela
spp., Wolffia spp. e Wolffiella spp.), assim como Eichhornia crassipes, Hydrocotyle umbellata e o feto
aquatico Azolla filiculoides, sendo de destacar as espécies de plantas da familia das Lemnacea que tém
sido utilizadas h& mais de 30 anos, na recuperagédo de nutrientes a partir de 4guas residuais (Muradov et
al., 2014). Em particular, espécies do género Lemna, em condi¢des otimizadas de exposi¢éo e nutrientes,
conseguem duplicar a sua biomassa em menos de dois dias (Leng et al., 1995), devido a sua elevada
capacidade de remocdo de amoniaco, nitratos e fosfatos do meio aquético (Hasan & Chakrabarti, 2009).
Deste modo, as macroéfitas permitem mitigar a eutrofizacao, prevenindo desenvolvimentos exuberantes de
algas, que afetam de forma negativa a vida dos organismos aquéticos e garantindo que a qualidade da
agua seja adequada para o consumo humano (Tyler et al., 2012). Estas macréfitas podem ser uma das
solugbes, no caso em que 0 aumento de nutrientes no meio aquético é devido a poluicdo antropogénica.

No tratamento de aguas residuais com macrdfitas, & importante investigar os fatores que determinam a
sua taxa de crescimento, nomeadamente o pH, temperatura, intensidade luminosa, fotoperiodo e
nutrientes (Tabou et al., 2014), de modo a otimizar o seu desempenho. Além disso, a existéncia de
determinados compostos quimicos em concentragfes elevadas nas aguas residuais, e.g., 0 amoniaco,
pode inibir as taxas de absorgdo do azoto e fésforo e, consequentemente, a taxa de crescimento da L.
minor (Al-Nozaily et al., 2000). No entanto, quando a densidade de plantas no meio é elevada, verifica-se
uma diminuicdo da sua taxa de crescimento, o que pode ser explicada pelo sombreamento devido a parte
das plantas, deplecdo de nutrientes ou alteragdes de outros pardmetros necessarios, para que se
mantenha um crescimento 6timo (Jackson, 1980). O efeito relativo ao sombreamento pode ser minimizado,
através de uma operacao simples de remocao parcial das macréfitas da superficie da agua.



Varios autores investigaram a capacidade de remocéao de nutrientes por Lemna spp. e verificaram a sua
eficacia, na remediacdo de aguas residuais com concentracdes elevadas de nutrientes (Cheng et al.,
2002b; Raju et al. 2010; Cui & Cheng, 2015). Alguns estudos indicaram que o seu potencial de remediacéo
de nutrientes é aproximadamente de 50% do azoto total, 80-90% de amoniaco e 50-60% do fésforo total
(Zayed et al.,1998; Mkandawire et al., 2007). Por sua vez, Obek e Hasar (2002), mostraram que a L. minor
possui uma elevada capacidade de remocéao do fosforo, ao reportarem uma diminuicdo da concentracéo
de fosfatos de 15 mg/l até 0,05 mg/l, durante os oito dias de tratamento. Os trabalhos de Zaltauskaité et
al. (2014) também indicam uma elevada capacidade de remocao do fésforo que, para o caso em estudo,
atingiu quase 100%. Os nitratos e azoto amoniacal foram removidos com eficiéncias menores, 58,3% e
50-75,3%, respetivamente.

A maioria das evidéncias do potencial de tratamento de Lemna spp. deriva de estudos de laboratério. Estes
estudos possuem limitagdes como, periodos de tempo curtos, pequenos volumes e interagdes bidticas e
abioticas, com menor complexidade do que aquelas que ocorrem em condi¢des (semi) naturais. Portanto,
de forma a avaliar adequadamente o desempenho de um sistema de fitorremediagdo, os estudos
laboratoriais devem ser integrados, com observacdes de sistemas in-situ, onde a complexidade natural
esta presente (Ceschin et al., 2019).

Fitorremediacdo de 4guas residuais com microalgas

As aguas residuais contém nutrientes essenciais para o crescimento das microalgas como o azoto, fésforo
e dibéxido de carbono. A concentracdo destes nutrientes depende fundamentalmente de fatores que
envolvem o clima, a dimensdo populacional e o desenvolvimento econémico (Singh et al., 2019). O
processo de fitorremediacdo por microalgas tem como objetivo principal a remocé&o de nutrientes, como o
azoto e fésforo da &gua residual, através de um processo de assimilacdo por parte das células das
microalgas. Os nutrientes absorvidos através da membrana celular de células de microalgas sé&o
transformados no citoplasma, para serem utilizados no processo anabdlico (Atiku et al., 2016). O potencial
de diversas espécies de microalgas no processo de fitorremediacao de diversas aguas residuais, tem sido
descrito na literatura (Abou-Shanab et al., 2013; Arbib et al., 2014; Zhao et al., 2016). A melhor opc¢éo para
se atingir uma eficiéncia elevada na remogéo de nutrientes € através do uso de estirpes locais de
microalgas, tendo em conta que estas estdo aclimatizadas de acordo com as condi¢es a sua volta e sdo
capazes de sobreviver e competir com as bactérias existentes na &gua residual. Véarias espécies de
microalgas (como Scenedesmus dimorphus, Botryococcus braunii, Chlorella vulgaris e Phormidium sp.),
assim como Vvarias espécies de cianobactérias (por exemplo Spirulina spp.) demostraram ter elevada
eficiéncia no processo de fitorremediacao, devido ao seu potencial de tolerarem ambientes com condi¢cdes
extremas (Mohamed et al., 2017).

Alguns estudos tém-se focado no uso de microalgas, na etapa de tratamento terciério, para remocao de
contaminantes (azoto e fosforo) e de forma a prevenir a ocorréncia de eutrofizacdo. Contudo, foi
demonstrado que as microalgas, também, podem remover de forma eficiente azoto e fésforo durante o
tratamento secundario (Wang et al., 2010).

Outro beneficio do uso das microalgas para a fitorremediag&o inclui a sua capacidade de desinfe¢éo, pelo
aumento do valor de pH da 4gua residual tratada, devido a sua elevada atividade fotossintética (Al-Gheethi
et al., 2017). Além disso, o tratamento de aguas residuais baseado em microalgas, pode reduzir os
consumos energeéticos associados ao fornecimento de oxigénio, que ocorre num sistema convencional de
lamas ativadas, e a emissdo de CO2, devido ao metabolismo autotréfico (Riafio et al., 2011).
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O uso de microalgas em fitorremediag&o e na producéo de produtos de valor acrescentado tem sido alvo
de investigagdo. O crescimento das microalgas nas aguas residuais pode fornecer uma fonte de biomassa
para biocombustivel e outras aplicagdes, como a producdo de biomassa para alimentagao animal.

Um estudo efetuado por Chabukdhara et al. (2017) demonstrou a viabilidade de utilizagcdo de varias
espécies de microalgas, para a remocdo de metais pesados e producdo de biomassa algal para
biocombustiveis. Esta abordagem permite estimular a sustentabilidade e a estratégia econémica do
biocombustivel algal.

Algumas espécies de algas possuem uma taxa de crescimento elevada, o que é vantajoso para a
fitorremediag&o (Chekroun & Baghour, 2013). O crescimento algal e a remo¢do de nutrientes do meio
aquatico ndo sao so afetados pela disponibilidade de nutrientes, mas também dependem de fatores fisicos
e bidticos. O papel dos nutrientes é expresso pelo racio molar 6timo dos nutrientes disponiveis. O racio
empirico entre 0 azoto e o fésforo é de 16:1 (Tett et al., 1985), contudo é muito variavel entre espécies e
€ afetado pelas condi¢bes ambientais (Cuellar-Bermudez et al., 2017). Os fatores fisicos envolvem o pH
(Azov & Shelef, 1987), a intensidade luminosa e a temperatura (Talbot & De la Notie, 1993). Um dos fatores
biéticos que influencia de forma significativa o crescimento das algas é a sua densidade inicial. Sendo
expectavel que a uma maior densidade algal esteja associado a um maior crescimento e uma maior
remocéo de nutrientes (Lau et al., 1995), € de realcar que uma densidade algal elevada podera ter o efeito
oposto devido ao sombreamento originado pelas proprias algas, uma acumulacdo de auto-inibidores e
consequente reducéo da atividade fotossintética (Fogg, 1975; Darley, 1982). Adicionalmente, a presenca
de organismos herbivoros, como o zooplancton ou rotiferos, podem impedir 0 normal crescimento das
microalgas e limitar a remocao dos nutrientes (Lavrinovi¢s & Juhna, 2017).

A agua residual doméstica contém frequentemente concentracdes elevadas de azoto e fosforo que podem
ser eficientemente removidos usando microalgas (Goldberg & Cohen, 2006; Chiu et al., 2015). Lau et al.
(1996), estudaram a capacidade de remocéo de nutrientes por C. vulgaris e reportaram uma eficiéncia de
remocao de 86% para 0 azoto inorganico e 78% para o fosforo inorganico. Noutros estudos, observou-se
gue a taxa de remogdo do azoto total por C. vulgaris, cultivada numa agua residual doméstica, foi entre
61,1%-91,8% (Min et al., 2011; Cho et al., 2011; Dahmani et al., 2016). Taxas de remocéao de 100% para
0 azoto e fosforo total foram reportadas para uma agua residual doméstica, proveniente do tratamento
terciario, onde foi utilizada C. vulgaris (Ji et al., 2013). Este estudo refere que foram necessarios quatro
dias para remover totalmente as concentra¢gfes iniciais de 8,7 e 1,17 mg/l de azoto e fdsforo total
respetivamente. Mais recentemente, no trabalho de Singh et al. (2017), foram estudadas, durante 10 dias,
as eficiéncias de remocao de azoto e fésforo total para concentracbes de agua residual de 10%, 20% e
30%. Para estas concentra¢des aqueles autors obtiveram eficiéncias de remocao de azoto total e fésforo
total de 81,1%, 80,6%, 88% e 93,5%, 97,8%, 98,4% respetivamente.

Competicéo entre macroéfitas e microalgas

Varios autores tém vindo a analisar a capacidade que as espécies do género Lemna tém para remover
guantidades consideraveis de nutrientes de uma agua residual (Alaerts et al., 1996; Kérner & Vermaat,
1998). Contudo, quando as espécies do género Lemna ndo cobrem toda a superficie da agua, pode haver
o desenvolvimento de microalgas, que irdo limitar o crescimento de Lemna spp. (Edwards et al., 1992). No
estudo de Szabo et al. (2005) foram analisados os fatores chave, que sdo responséaveis pela reducéo do
crescimento de Lemna sp., quando sob competicdo com varias espécies de microalgas. Os resultados
indicam, que as microalgas inibem o crescimento de Lemna sp., através da remocéo de N, P, Fe e Mn do
meio de cultura e ao aumento dos valores de pH devido a atividade fotossintética intensa. Dos varios
fatores analisados, que inibiram significativamente o crescimento de Lemna sp., o primeiro envolve a
reducéo de N, o segundo o0 aumento dos valores de pH, seguindo-se a reducéo de P, Fe e Mn. Os fatores
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limitantes, particularmente o N e pH elevado, determinam um crescimento quase nulo de Lemna sp., no
final do tempo de incubacdo. Diversos estudos relatam que o crescimento das espécies da familia
Lemnaceae € inibido por solugées com uma alcalinidade elevada (McLay, 1976). Contudo, quando as
microalgas e as espécies do género Lemna crescem em conjunto, estas poderao proliferar até um ponto
em que supera o efeito inibidor da presenca acentuada de microalgas, se o nivel de nutrientes for
suficientemente elevado para garantir uma taxa de crescimento signifiativa (Roijackers et al., 2004).

Dinamica entre microalgas e microcrustaceos do género Daphnia

A Daphnia magna (familia Daphniidae) séo organismos planctonicos, que tém uma elevada importancia
na cadeia alimentar aquética (Almeida, 2018). Como consumidores primdrios das microalgas, a Daphnia
desempenha um papel de organismo herbivoro nos sistemas de cultivo de microalgas em lagos e lagoas
(Flynn et al., 2017), absorvendo nutrientes a partir das células das microalgas (Lass & Spaak 2003; Long
et al., 2007; Kring et al., 2013). Em meios aquaticos de agua doce, D. magna pode partilhar o meio com
diferentes espécies de microalgas, que diferem em termos das suas dimensdes, morfologia, e contetido
nutritivo. Contudo, D. magna tem preferéncia por células de microalgas com dimensdes na gama de 5-50
pum (Bern, 1994; Dodson & Frey, 2001), que é o caso das espécies dos géneros Chlorella e Scenedesmus.
Estas espécies sdo por isso, frequentemente, utilizadas no estudo do crescimento de D. magna (Alva-
Martinez et al., 2001). Este microcrustaceo € responsavel, por um declinio rapido de uma elevada
guantidade de microalgas nos sistemas naturais (Betini et al., 2017), podendo levar a um descréscimo da
densidade de microalgas da ordem dos 99%, em apenas alguns dias (Park et al., 2011). Vadlamani et al.
(2017) investigaran o efeito do pH do meio, na atividade de D. magna com Chlorella sorokiniana, tendo
observado a morte da populacdo de D. magna para um valor de pH de 10, mas ainda ativa para um valor
de pH de 8,2.

Dindmica entre macréfitas e microcrustaceos do género Daphnia

As macréfitas sdo produtores primarios e os microcrustaceos do género Daphnia sdo consumidores
primarios, e a sua utilizagdo permite uma representacdo de diferentes niveis tréficos. A espécie D. magna
embora seja herbivora, ndo se alimenta da L. minor, tem preferéncia por microalgas. A L. minor, ao alterar
o pH do meio, ira afetar a atividade da D. magna (Vadlamani et al., 2017).

2.5 Testes de toxicidade

A eficécia do tratamento das aguas residuais deve ser monitorizada para que se possa garantir a qualidade
exigida ao efluente no meio recetor. A Diretiva Quadro de Agua (2000/60/EC) faz o enquadramento e
estabelece os pardmetros que garantem um bom estado quimico e biolégico das aguas no meio recetor.

A agua residual é caracterizada pelas suas propriedades fisicas, quimicas e biolégicas sendo por isso
avaliada através de parametros associados a estas propriedades. Tradicionalmente, o controlo da
gualidade dos efluentes emitidos no meio recetor era baseado em analises fisico-quimicas com vista a
determinacéo de, e.g., caréncia quimica e bioldgica de oxigénio, pH, sélidos dissolvidos ou ndo, metais
pesados e compostos organicos (Guemmaz et al. 2019). Contudo a analise fisico-quimica da agua s6
muito dificilmente pode detetar compostos quimicos com concentra¢cdes muito baixas, devido aos limites
de detecdo impostos experimentalmente (Bundschuh, 2014). Além disso, a quantificacdo de alguns
compostos individuais ndo permite tirar conclusdes dos efeitos isolados ou combinados desses compostos,
presentes na agua residual, sobre o ecossistema. De modo a ultrapassar as limitag6es atras referidas uma
nova metodologia para os testes, foi entretanto adotada e designada por ecotoxicologia que, neste
contexto, se baseia nos efeitos das aguas residuais sob analise, em organismos vivos aquaticos. Os testes
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ecotoxicoldgicos como 0s bioensaios permitem avaliar os efeitos dos componentes fisicos, quimicos,
biologicos, e as varias interagdes entre eles, sobre os organismos aquaticos (Maltby et al., 2000). Os
bioensaios podem usar uma Unica espécie ou diferentes espécies de organismos representativas dos
diversos niveis troficos da cadeia alimentar e permitem uma avaliacdo correta da qualidade da agua (Farré
& Barceld, 2003; Silva et. al., 2009). A selecdo de organismos teste, que representem os diversos niveis
troficos é, contudo, crucial para uma correta avaliagdo dos parametros em estudo (Manusadzianas et al.,
2003). Atualmente um grande namero de paises europeus utiliza os testes ecotoxicol6gicos em conjunto
com os testes fisico-quimicos para fazerem uma caracterizacdo completa das aguas residuais (Power et
al., 2004).

Os testes ecotoxicologicos sdo escolhidos em funcdo dos requisitos definidos previamente, para a
gualidade dos efluentes e tém de ter em consideracéo as caracteristicas do efluente e do organismo ou
organismos utilizados. Os testes ecotoxicoldgicos efetuados no laboratério podem ser classificados em
termos do tempo de exposi¢do do organismo-teste a solugdo-teste ou em termos do sistema solugao-teste
usado (Costa et.al., 2008). No primeiro caso, os testes séo classificados como agudos ou cronicos e no
segundo caso, como estéticos ou semi-estaticos.

Testes de toxicidade aguda

Os testes de toxicidade aguda tém como principal objetivo, determinar a concentragdo da solucéo-teste
ou do efluente, que ira produzir um efeito adverso, num grupo de organismos-teste de uma dada espécie,
durante uma exposic¢ao a curto prazo, comparado com o ciclo de vida da espécie. O efeito, normalmente,
investigado é o da morte da populacdo de organismos, embora também se possam considerar outras
situacdes, como a sua imobilizag&o ou inibicdo de crescimento. O periodo de exposi¢cdo depende do ciclo
de vida da espécie utilizada, mas em geral, varia entre um e quatro dias. O nivel de toxicidade aguda é
medido em termos dos parédmetros designados por concentragdo letal (CL) ou concentracdo efetiva (CE),
gue indicam a concentragcdo de amostra que provoca a morte, ou a imobilizagdo ou inibicdo do
crescimento, de uma dada percentagem da populacdo de organismos utilizada, respetivamente. Em geral,
a percentagem considerada é de 50% e, neste caso, os parametros referidos escrevem-se como ClLso €
CEso. Os valores de CLso e CEso normalizados pelo peso do organismo tém caracter mais geral e designam-
se por dose letal e dose efetiva, DLso € DEso, respetivamente (NC DEQ).

Testes de toxicidade crénica

Os testes de toxicidade crénica permitem avaliar os efeitos adversos da solucéo-teste ou de um efluente
num periodo de tempo longo, que pode abranger uma grande parte ou a totalidade do ciclo de vida da
espécie utilizada. Os produtos téxicos sob analise ndo vao s6 afetar a sobrevivéncia dos organismos, mas
em concentracgdes subletais podem alterar as suas funcdes fisioldgicas e bioldgicas, como por exemplo, o
crescimento e a reproducao. Os resultados dos testes de toxicidade aguda, através dos parametros CLso
e CEso, permitem identificar as concentragbes da solucdo-teste, que podem ser usadas nos testes de
toxicidade cronica. Estes testes sao especialmente importantes nas amostras de aguas residuais, ha sua
fase final de tratamento, em virtude de possuirem, normalmente, uma concentracdo muito baixa de
produtos téxicos, ndo detetaveis pelos testes de toxicidade aguda. Os pardmetros associados aos testes
de toxicidade crénica sdo a concentracao do efeito ndo observado (CENO) e a concentracdo do efeito
observado (CEO) (Metcalf & Eddy, 2003). O parametro CENO representa a maior concentracao da
solucdo-teste que, ndo tem efeito nocivo sobre o organismo, enquanto que a CEO representa, a menor
concentracdo da solucéo-teste que tem efeito nocivo sobre o organismo. Recentemente os parametros
CENO e CEO tém vindo a ser substituidos pelo CLio-20 € CE10-20 (Costa et.al.,2008).
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Testes estaticos

Os testes estaticos sdo caracterizados pela utilizagcdo da mesma solugéo-teste, durante todo o periodo do
ensaio, e sdo mais adequados quando as concentracdes dos produtos toxicos sob analise no final do
ensaio ndo sdo muito diferentes das que existem no seu inicio. Embora sejam testes simples, baratos e
versateis, sdo menos sensiveis e rigorosos do que os métodos semi-estaticos.

Testes semi-estaticos

No caso dos testes semi-estaticos, a solucdo-teste inicial € renovada periodicamente, parcial ou
totalmente, com solucdes-teste com a mesma concentracdo. Neste tipo de testes alguns dos problemas
relevantes para os testes estaticos podem ser ultrapassados (e.g., contaminacéo da solucdo-teste pelos
organismos-teste, aumento de CBO e CQO), contudo exigem um volume maior da solucdo-teste.

Na categoria do sistema de solucdo-teste existem, ainda, os chamados testes dindmicos que, devido a
sua complexidade e dificuldade de implementag&o, ndo podem ser efetuados no laboratério.

Testes dinamicos

Os testes dindmicos ou de fluxo continuo caracterizam-se por uma alteragcao continua da solugéo teste
durante o periodo de teste. Estes testes sao recomendados quando é esperado, que as concentragdes
sofram um declinio de mais do que 20%, durante um teste estatico ou semi-estatico. Os testes dindmicos
apresentam diversas vantagens, como a manutencao do oxigénio dissolvido nas cAmaras teste, e reducao
da probabilidade de o agente toxico desaparecer devido a volatilizacdo, adsor¢ao, entre outros, permitindo
por isso, fazer uma avaliacdo mais representativa da toxicidade da solucéo teste. Contudo, estes tipos de
testes requerem elevados volumes de amostra e 4gua para diluicdo, sdo mais complexos e requerem mais
espaco e equipamento com custos elevados (OECD, 2018; USEPA, 2002).

Testes multiespécies

Testes de toxicidade, com uma Unica espécie indicam a sensibilidade relativa dos organismos, mas nao
as interacdes entre organismos em termos das dindmicas de competicdo e herbivorismo (Swartzman et
al., 1990). Assim, tem-se vindo a discutir, se a informacgdo desses testes por si sO, serda adequada a
previsdo dos efeitos ao nivel do ecossistema (Cairns et al., 1996). A utilizacdo de modelos de ecossistemas
ou parte deles, em que os organismos pertencentes a diferentes niveis tréficos sdo expostos de forma
simultanea, a um determinado composto quimico, ja permite uma interpretacdo mais realista dos efeitos
téxicos desse composto, incluindo os resultantes das relac8es interespecificas (Maia et al., 2001, Boxall
et al,, 2002). Os modelos do ecossistema diferem em tamanho e complexidade, designados por
Microcosmos ou mesocosmos, e tém a vantagem de aproximar 0s ensaios laboratoriais aos ensaios de
campo, serem replicaveis e poderem ser controlados facilmente (Daam & Van den Brink, 2011).
Infelizmente, a quantidade de tempo e recursos necessarios para realizar tais ensaios, faz com que nao
sejam utilizados, como ensaios de rotina (Newman & Unger, 2003). Deste modo, a avaliacdo dos efeitos
dos compostos quimicos no ecossistema baseia-se, frequentemente, em testes de toxicidade com uma
Unica espécie, apesar das suas limitacdes (Sanderson et al., 2004; Schindler, 1998).
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2.6 Organismos utilizados em testes de toxicidade

A toxicidade aquatica refere-se, geralmente, aos efeitos de um dado composto quimico num organismo
gue se encontra no ambiente aquatico, e € determinada por intermédio de organismos representativos dos
trés niveis tréficos (EU Science HUB):

e Algas e plantas, representam os “produtores primarios”.

e Invertebrados (e.g. crustaceos como Daphnia spp.), representam os “consumidores
primarios”.

e Vertebrados (geralmente peixes), representam os “consumidores secundarios”.

Assim, diferentes organismos como peixes, algas, bactérias, entre outros, podem ser utilizados em testes
ecotoxicoldgicos, os quais, de acordo com alguns autores, sdo a melhor forma de avaliar a toxicidade de
um efluente (Ford, 1998; Metcalf & Eddy, 2003).

Bactérias

As bactérias mais, frequentemente, utilizadas nos testes de toxicidade séo as espécies Vibrio fischeri e
Vibrio harveyi, que possuem bioluminescéncia. Quando as bactérias séo afetadas por substancias toxicas
h& uma disrupcdo no seu metabolismo, que afeta a sua capacidade de bioluminescéncia. A perda de
bioluminescéncia é proporcional a quantidade de compostos prejudiciais, que afetam a bactéria
(Szczerbifiska & Galczyfiska, 2015). Outra espécie utilizada nos testes ecotoxicolégicos é Salmonella
typhimurium, que permite detetar substancias mutagénicas, entre outras (DelLuca et al., 1983). Por sua
vez, a espécie Escherichia coli é utilizada em testes que tém o objetivo de detetar compostos que podem
afetar o ADN, levando a sua destruicao (Quillardet et al., 1982).

Microalgas

Algumas espécies de microalgas sé&o, frequentemente, usadas como organismos indicadores de
toxicidade. Usa-se frequentemente em ensaios de toxicidade, as microalgas dos géneros
Chlamydomonas, Chlorella, Scenedesmus e Selenastrum (Cid et al., 2012). As vantagens do uso das
microalgas como organismo-teste devem-se ao seu curto ciclo de vida e elevadas taxas de crescimento.
Utilizam-se testes, como o teste de inibicdo do crescimento da OCDE (Organizacéo para a Cooperacao e
Desenvolvimento Econémico) 201 (OECD, 2011), onde é preferivel usar espécies, que tenham uma taxa
de crescimento elevada. No conjunto dos métodos normalizados, para avaliar a toxicidade com microalgas,
expbe-se 0 organismo-teste a diferentes concentracdes de &gua residual, ou composto quimico durante
um determinado periodo de tempo. No final do periodo de tempo preconizado para o ensaio, de acordo
com o crescimento da microalga, pode-se inferir se a concentracdo do composto téxico inibiu ou ndo o
crescimento (EPA, 2002).

Plantas

Espécies representantes dos produtores primarios como L. minor, L. gibba e L. perpusilla sao,
frequentemente, utilizadas como organismos teste, indicadores de toxicidade (EPA, 2002). Estas espécies
sdo sensiveis aos efeitos de compostos toxicos e metais pesados existentes no meio aquatico. Utilizam-
se testes de acordo com a norma ISO (ISO/DIS 20079, 2004), para se analisar, qual a influéncia que
determinados compostos téxicos tém no crescimento da planta apés sete dias. Os compostos téxicos
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podem levar a alteracdes ao nivel do nimero de raizes e a sua morfologia, niimero de frondes, dimensao
das frondes e coloragéo destas, e nimero de plantas (Bielinska & Nalecz-Jawecki, 2009).

Invertebrados

Nos testes de toxicidade com invertebrados, os organismos mais utilizados sédo as espécies dos géneros
Daphnia e Ceriodaphnia, que pertencem a ordem Cladocera. As muitas vantagens do seu uso, devem-se
a elevada sensibilidade aos compostos téxicos e ciclo reprodutivo curto. Nos testes de toxicidade com
estes organismos, os parametros medidos sédo a mortalidade ou a reproducéo (Farré & Barcelo, 2003).
Além das organismos-teste mencionados anteriormente, também séo utilizadas as espécies do género
Anodonta (mexilhbes de agua doce) e a Artemia salina (crustaceo de agua salgada)
(Szczerbifiska & Gafczyiiska, 2015).

Vertebrados

Os peixes séo utilizados como bioindicadores da contaminacdo do meio aquético porque, ao estarem
posicionados no final da cadeia tréfica de um ecossistema, podem refletir o nivel de qualidade da agua
(Rahman et al., 2014).

Os testes de toxicidade com peixes sao usualmente baseados na taxa de crescimento e sobrevivéncia dos
peixes, em que estes sdo expostos a uma gama de efluentes, durante um periodo de um a dois dias ou
até sete dias. O teste de toxicidade aguda com peixes, quantifica a concentragdo de um quimico que leva
a mortalidade de 50% dos individuos, expostos a esse composto téxico, apos 96 horas. Espécies como a
truta arco-iris (Oncorhynchus mykiss), e o vairdo (Pimephales promelas) sdo usadas como organismos-
teste em ensaios de toxicidade (Tothill & Turner, 1996).
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3. Materiais e métodos

3.1 Processo de selecdo da ETAR mais adequada ao sistema de fitorremediacao

Neste estudo foi desenvolvido um sistema de classificacdo, com vista a determinar qual a ETAR que possui
um efluente com as caracteristicas mais apropriadas para a realizacdo dos ensaios laboratoriais. Por uma
guestao de logistica, foram selecionadas todas as ETAR geridas pela SIMARSUL, localizadas na
peninsula de Setubal.

Foram definidos oito parametros: populacdo equivalente, distdncia FCT/ETAR, microtamizacéo,
condutividade média do efluente final, informacao disponivel sobre a ETAR, concentracdo média da CQO
no efluente final, racio N:P e implementacéo do sistema de producéo de biomassa. Os parametros foram
pontuados num intervalo de 0 a 100 e, dependendo da sua importancia, foi-lhes atribuido um peso entre 0
e 1, garantindo, contudo, que o somatério dos pesos relativos aos oito parametros é igual a 1.

No sentido de se determinar qual a melhor opgéo, as ETAR foram classificadas utilizando o método de
Combinacéao Linear Ponderada (WLC) (Kanwal et al., 2020), expresso através da expresséo 3.1.

Classificagdo ETAR = i1 ; wiq; [3.1]
gi — valor do pardmetro i numa escala de 0-100
wi — peso atribuido ao parametro
n — nimero de parametros utilizados

A informacao que serviu de base a esta classificagcéo foi disponibilizada pela SIMARSUL, que é a empresa
responsavel pela gestéo e exploracéo do sistema multimunicipal de saneamento de 4guas residuais da
peninsula de Setdbal. Os parametros a avaliar foram obtidos para um total de 20 ETAR, a excecao da
ETAR de Canha, por se encontrar em periodo de teste na altura em que se iniciou este estudo. Os
parametros encontram-se referidos na Tabela 3.1, assim como o peso atribuido a cada um deles. O valor
dos pesos associados a cada parametro tem em linha de conta a importancia deste parametro na
classificacdo da ETAR.Os parametros mais importantes possuem uma pondera¢do mais elevada.

Tabela 3.1 - Peso atribuido a cada um dos parametros.

N° Parametro Peso
1 Populacdo equivalente (habitantes) 0,05
2 Distancia FCT/ETAR (km) 0,05
3 Microtamizacdo 0,1
4 Condutividade média do efluente final 0,15
5 Informacao disponivel sobre a ETAR 0,05
6 Concentracdo média da CQO no efluente final 0,25
7 Récio N:P 0,25
Implementacé&o do sistema de producéo de
8 biomassa 0,1
Total 1
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Populagéo equivalente (habitantes)

Este parametro refere-se a populagéo para a qual a ETAR foi dimensionada em horizonte de projeto e,
permite inferir a quantidade de agua residual produzida e a presséo sobre os meios aquaticos, aquando
da sua descarga no meio aquatico recetor. A escala de pontuacao de acordo com o nimero de habitantes
encontra-se referida na Tabela 3.2.

Tabela 3.2 - Escala de pontuacéo para a populacao equivalente (habitantes).

Populacdo equivalente (habitantes) Pontuacéo
295000 100
100000-295000 80
50000-100000 60
10000-50000 40
1500-10000 20
0-1500 0

Distancia FCT/ETAR

O parametro distancia entre a FCT e a ETAR, foi um parametro tido em linha de conta devido & logistica
inerente a este estudo. As distancias foram obtidas recorrendo ao “google maps” e coordenadas GPS de
cada ETAR e da FCT. A escala de pontuacao estabelecida est4 indicada na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 - Escala de pontuacéo para a distancia FCT/ETAR.

Distancia
FCT/ETAR (km) Pontuacéo
0-20 100
20-40 80
40-60 60
60-80 40
80-100 20
100-120 0

Microtamizacao

A microtamizagao permite um tratamento secundario mais eficiente, o que faz com que o efluente tratado
tenha uma qualidade superior, com vista a sua utilizacdo pelas espécies em estudo, potenciando a
viabilidade desse efluente como meio de cultura. A escala de pontuacdo para a microtamiza¢do encontra-
se na Tabela 3.4.
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Tabela 3.4 - Escala de pontuacéo para a microtamizacao.

Microtamizacao Pontuacéo
Existe 100
ndo existe 0

Condutividade média do efluente final

O valor da condutividade do efluente final permite inferir a existéncia ou ndo de intruséo salina, tendo em
consideracdo que as espécies utilizadas neste estudo sdo afetadas negativamente pela presenca de
cloreto de sodio, em determinadas concentragfes. A escala de pontuacéo para a condutividade média do
efluente final pode ser consultada na Tabela 3.5, e tem em linha de conta o aumento da condutividade
com o aumento da concentracdo de cloreto de sédio.

Tabela 3.5 - Escala de pontuagéo para a condutividade média do efluente final.

Condutividade
média efluente final
(uS/cm) Pontuacéo
<1400 100
1400-2100 90
2100-2800 80
2800-3500 70
3500-4200 60
4200-4900 50
4900-5600 40
5600-6300 30
6300-7000 20
7000-7700 10
>7700 0

Informacéo disponivel sobre a ETAR

Sem informacéo, os resultados obtidos ndo passariam de conjeturas que poderiam representar uma
realidade muito diferente da que atualmente existe nas varias ETAR. A informacédo foi baseada em
documentos disponiveis na internet e informacao providenciada pela SIMARSUL. A escala de pontuagao
para este parametro encontra-se referida na Tabela 3.6.
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Tabela 3.6 - Escala de pontuagéo para a informacao disponivel sobre a ETAR.

Informacao disponivel Pontuacéo
Trabalhos com informacédo detalhada sobre a ETAR 100
Linha de tratamento, informacdao relativa a remocé&o de nutrientes 75
Linha de tratamento 50

Concentracdo média de CQO no efluente final

Como se pretende avaliar a viabilidade do efluente no processo de biorremediagéo, considerou-se
pertinente que o valor da concentracdo média de CQO no efluente final fosse superior ao exigido pelo
Decreto-Lei n.° 236/98, pois caso contrario, ndo seria necessario a implementacéo do sistema, ja que o0s
valores exigidos estariam a ser cumpridos. A escala de pontuagdo para este pardmetro encontra-se
referida na Tabela 3.7.

Tabela 3.7 - Escala de pontuagéo para a concentracdo média de CQO no efluente final.

CQO no efluente final (mgO2/l) Pontuacéo
<30 0
30-50 25
60-125 50
125- 190 100
190-255 50
>255 0

Racio N:P

O ré&cio N:P indica se existe limitacao de nutrientes no efluente da ETAR, sendo desejavel que o efluente
escolhido tenha um racio adequado ao crescimento das duas espécies utilizadas. Utilizou-se a razdo de
Redfield, em termos do racio da massa de N e P, sendo que o valor 6timo para o racio N/P em termos de
produtividade de biomassa e remocao de nutrientes numa agua residual doméstica varia entre 5 e 30,
dependendo da composicao da agua residual (Choi & Lee, 2014). A escala de de pontuacao para este
parametro encontra-se na Tabela 3.8.
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Tabela 3.8 - Escala de pontuagéo para o racio N:P.

N:P Pontuacéo

0-1 0

1-3 25

3-5 50

5-9 100
9-13 50
13-20 25

>20 0

Implementacéo do sistema de producgdo de biomassa

Pensando num cenario futuro, a etapa posterior a este estudo sera a producado de biomassa num sistema
piloto e, caso o sistema funcione, implementa-lo numa ETAR. Este parametro permite avaliar a viabilidade
de implementagéo do sistema de producdo de biomassa. A escala de pontuagdo para este parametro

encontra-se na Tabela 3.9.

Tabela 3.9 - Escala de pontuacéo para a implementacéo do sistema de producdo de biomassa.

Implementacédo do sistema de producdo de biomassa Pontuacéo
Existéncia de infraestruturas 100
Area suficiente disponivel para construcéo 75
Area limitada 50
Impossibilidade de construcdo 0

Na Tabela 3.10 apresenta-se a pontuacdo dos varios parametros para cada ETAR, de
escalas de pontuacgéo definidas anteriormente nas Tabelas 3.2 a 3.9.

acordo com as
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Tabela 3.10 - Pontuac&o de cada paradmetro por ETAR

Informagdo | Concentracdo Implementagéo
Condutividade disponivel média de do sistema de
Populacao Distancia média do sobre a CQO no Racio producao de
ETAR equivalente FCT/ETAR | Microtamizacdo efluente final ETAR efluente final N:P biomassa
Afonsoeiro 40 0 0 90 75 50 25 100
Aguas de
Moura 20 60 100 75 0 100 75
Aires 20 80 100 75 50 0 75
Alcochete 40 40 90 75 50 50 75
Barreiro-
Moita 100 80 0 80 100 50 50 75
Cucena 40 80 0 0 75 25 50 75
Ferndo
Ferro 40 100 100 100 100 25 100 50
Lagoa/Meco 40 80 0 100 75 25 100 75
Lagoinha 40 80 100 100 75 50 50 50
Montado 20 60 100 100 75 50 100 75
Pegdbes 20 40 0 100 75 0 50 75
Pinhal Novo 40 60 100 100 75 100 50 75
Poceirdo 20 40 0 100 75 25 50 75
Quinta do
Conde 60 80 100 100 75 100 50 75
Santo Isidro
Pegdes 0 40 0 90 75 50 50 75
Seixal 80 0 0 40 100 50 25 75
Seixalinho 40 40 0 40 75 25 25 100
Sesimbra 40 80 0 80 75 50 50 0
Taipadas 0 40 0 100 75 25 0 75
ZI
Autoeuropa 40 80 100 90 100 50 50 75

A classificacdo de cada ETAR encontra-se referida na Tabela 3.11, onde o valor numérico de cada um
dos parametros corresponde a sua pontuagdo multiplicada pelo respetivo peso. Desta tabela retiraram-se

as trés ETAR mais bem classificadas, cujos resultados se apresentam na Tabela 3.12. Concluiu-se que a

ETAR com a classificagdo mais elevada foi a da Quinta do Conde, com o valor de 80,75, tendo sido por
isso a selecionada.
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Tabela 3.11 - Classificag8o das ETAR.

Informacéo | Concentracdo Implementacéo
Distancia Condutividade | disponivel média de do sistema de
Populacéo ETAR/ média do sobre a CQO no Racio | producao de

ETAR equivalente FCT Microtamizacdo | efluente final ETAR elfuente final N:P biomassa Total
Afonsoeiro 2 0 0 13,5 3,75 6,25 12,5 10 48
Aguas de
Moura 1 0 15 3,75 25 0 7,5 55,25
Aires 1 4 0 15 3,75 0 12,5 7,5 43,75
Alcochete 2 2 0 13,5 3,75 12,5 12,5 7,5 53,75
Barreiro-
Moita 5 4 0 12 5 12,5 12,5 7,5 58,5
Canha 0 0 0 0 0 0 0 0
Cucena 2 0 0 3,75 12,5 6,25 7,5 36
Ferndo
Ferro 2 5 10 15 5 25 6,25 5 73,25
Lagoa/Meco 2 4 0 15 3,75 25 6,25 7,5 63,5
Lagoinha 2 4 10 15 3,75 12,5 12,5 5 64,75
Montado 1 3 10 15 3,75 25 12,5 7,5 77,75
Pegdes 1 2 0 15 3,75 12,5 0 7,5 41,75
Pinhal Novo 2 3 10 15 3,75 12,5 25 7,5 78,75
Poceirdo 1 2 0 15 3,75 12,5 6,25 7,5 48
Quinta do
Conde 3 4 10 15 3,75 12,5 25 7,5 80,75
Santo Isidro
Pegdes 0 2 0 13,5 3,75 12,5 12,5 7,5 51,75
Seixal 4 0 0 6 5 6,25 12,5 7,5 41,25
Seixalinho 2 2 0 6 3,75 6,25 6,25 10 36,25
Sesimbra 2 4 0 12 3,75 12,5 12,5 0 46,75
Taipadas 0 2 0 15 3,75 0 6,25 7,5 34,5
ZI
Autoeuropa 2 4 10 13,5 5 12,5 12,5 7,5 67
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Tabela 3.12 - Resultados para as trés ETAR mais bem classificadas.

Concentragao Implementagéo
Distancia Condutividade média de do sistema de
Populacao ETAR/ média do Informacéo CQO no Racio producao de
ETAR equivalente FCT Microtamizacdo | efluente final disponivel | elfuente final N:P biomassa Total
Quinta do Conde 3 4 10 15 3,75 12,5 25 7,5 80,75
Pinhal Novo 2 3 10 15 3,75 12,5 25 7,5 78,75
Montado 1 3 10 15 3,75 25 12,5 7,5 77,75

3.2

Caracterizacdo da ETAR da Quinta do Conde

A ETAR da Quinta do Conde (Figura 3.1), situa-se no concelho de Sesimbra e esta inserida no Subsistema
da Quinta do Conde que inclui, além desta infraestrutura, cerca de 46 Km de emissarios e condutas
elevatodrias e 11 estagfes elevatorias (SIMARSUL).

Figura 3.1 - ETAR da Quinta do Conde (SIMARSUL).

Na Figura 3.2 apresenta-se a implantacéo esquematica da ETAR da Quinta do Conde, com a identificacao
e localizagc&o dos diferentes 6rgaos.
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Figura 3.2 - Implantagdo esquemética da ETAR da Quinta do Conde.

A ETAR da Quinta do Conde tem capacidade para efetuar o tratamento de 19.300 m3/dia, o que
corresponde a cerca de 94000 habitantes equivalentes (SIMARSUL).

O sistema adotado baseia-se em lamas ativadas (média carga). Esta estac@o possui digestdo anaerébia
de lamas com cogeracédo (402 kW) e possui tratamento terciario, com desinfecdo com hipoclorito de sddio
doseado no sistema. E garantido um sistema de desodorizacdo nas infraestruturas (Simarsul, 2012).
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O diagrama linear das varias etapas de tratamento na ETAR da Quinta do Conde, envolvendo a fase
liquida e a fase sélida, foi elaborado através do AutoCad e esta representado na Figura 3.3. €, com maior
pormenor, na Figura Al.1 do Anexo |. O diagrama linear foi criado com base na informacgé&o disponivel em
trabalhos anteriores (Gouveia, 2018) e foi adaptado de acordo com a realidade atual, tendo em conta que
a desinfecédo é feita por doseamento de hipoclorito de sédio.

Calxa de Visita
o

MEIO RECETOR

AGUA RESIDUAL 2 G i 1
{Rede Gravitca) » v

Estagio Elevalona Estagdo Elevatonia
de Lamas Primarias Compressores de A e LBmas em Excesso
B L=

Classificador de Concentrador
Areias g Gorguras

m L

EstagBo Elevatoria

- @— (10) Cames Secaiansa (11)
P e O 9) : =

t ® | v i =l

opbeyig ap ORPT

Estagio Elevattria
de Lamas Espessadas

Legenda:
1) Grade grossa e Tamisador 2)Desarenador/Desengordurador 3)Decantador primario 4)Reator biologico 5§)Decantador secundario
6)Desinfec¢do com hipoclorito 7)Espessador gravitico 8)Mesa de espessamento 9)Tanque de lamas mistas 10)Digestor anaerébio

11)Centrifuga 12)Silo de lamas

Figura 3.3 - Diagrama Linear esquematizando o tratamento da fase liquida e da fase solida na ETAR da
Quinta do Conde.

Na ETAR podem-se distinguir trés fases de tratamento: fase liquida, fase sélida e fase gasosa, as quais
se podem associar diferentes operag6es (Tabela 3.13).

Exigéncia de Qualidade para Descarregar no Meio Recetor

O Estuario do Tejo recebe descargas de aguas residuais de origem urbana e industrial, responsaveis pelas
elevadas concentracdes de nutrientes, matéria organica e organismos relacionados com a contaminagao
fecal (APA, 2007). Compete as ETAR reduzir aquelas concentracdes para niveis aceitaveis,
regulamentados por lei de acordo com o uso do efluente no meio recetor.
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Tabela 3.13 - Fases de tratamento da ETAR.

Fases de Principais operacdes e processos
Tratamento

Gradagem grossa

Tratamento Tamizador
Fase liquida preliminar

Desarenador/Desengordurador

Tratamento Decantacédo primaria lamelar
primario

Tratamento Vala de oxidacdo
secundério

Decantagdo secundaria

Desinfeccéo Hipoclorito

Desidratacdo mecéanica

Digestdo anaerdbia

Fase sdlida Espessamento gravitico e mecéanico de lamas
Gasometro
Cogeracéao

Fase gasosa Desodorizagéo quimica

A ETAR da Quinta do Conde efetua a emisséo do seu efluente no Esteiro de Coina, localizado no estuario
do Tejo e classificado como uma zona sensivel, pelo Decreto-Lei n.° 152/97 de 19 de junho, que também
regulamenta a qualidade do efluente no meio recetor. Sendo o Esteiro de Coina uma zona de producéo
de bivalves, o tratamento do efluente deve garantir a remocdo de coliformes fecais (CF), sendo
desnecesséria a remogao de nutrientes, segundo o Decreto-Lei n.° 198/2008 de 8 de outubro (Leite, 2014).

As exigéncias de qualidade para o efluente emitido, de acordo com o Decreto-Lei n.° 152/97 de 19 de
junho séo as seguintes:

e CBOs-25mgll,

e CQO -125 mgl/l;

e SST-35mgl/l;

e CF-2000 NMP CF/100 ml.
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3.3 Organismos utilizados e meio de cultura

3.3.1 Organismos utilizados

3.3.1.1 Lemna minor

Para a realizacdo dos testes de ecotoxicidade utilizou-se a espécie Lemna minor, uma macrofita flutuante
do género Lemna que pertence a familia Lemnaceae. A sua dimensao reduzida, simplicidade estrutural,
reproducdo assexuada, tempo de geracdo curto, fazem com que estas plantas sejam bastantes
convenientes para os ensaios laboratoriais (Wang, (1990,1986)). Na Figura 3.4 pode-se observar a L.
minor num dos Erlenmeyers utilizados nos ensaios.

Figura 3.4 - Erlenmeyer com quatro plantas de L. minor.

3.3.1.2 Chlorella vulgaris

A espécie Chlorella vulgaris (Figura 3.5) € uma microalga do género Chlorella, que pertence a familia das
Chlorellaceae. A C. vulgaris foi escolhida como organismo experimental devido a varios fatores, dentro
dos quais se pode mencionar a sua elevada taxa de crescimento e resisténcia a condicdes ambientais
severas (Safi et al., 2014). O género Chlorella tem sido muito estudado, e tem demonstrado a sua eficiéncia
na remocgéao de azoto e fosforo de aguas residuais, com uma ampla gama de concentragées iniciais (Cai
etal., 2013).
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Figura 3.5 - Erlenmeyer com C. vulgaris.

3.3.1.3 Daphnia magna

Utilizou-se a espécie Daphnia magna, um microcrustaceo do género Daphnia que pertence a familia das
Daphniidae. A D. magna é um herbivoro zooplancténico, que ocupa uma posi¢éo importante em varias
cadeias troficas de ambientes aquaticos de dgua doce e a utilizagao eficaz do fitoplancton, como fonte de
alimento encontra-se bem documentada (e.g. Edmondson, 1982; Lampert et al., 1986). A escolha da D.
magna teve como objetivo a avaliagdo da sua interacdo com a L. minor e C. vulgaris. Na Figura 3.6
observa-se um erlenmeyer contendo a D. magna. A seta na figura indica a localizacdo de uma das vérias
D. magna. No canto superior direito desta figura pode observar-se com mais pormenor a D. magna.

A D. magna ira utilizar a microalga C. vulgaris como fonte de alimento (Munirasu et al., 2016), o que levara
a uma alteragdo da dindmica no crescimento das outras espécies utilizadas. A observacéo da interagao
entre o conjunto D. magna - C. vulgaris, D. magna - L. minor, D. magna - L. minor - C. vulgaris € um dos
objetivos do 2° ensaio.

Figura 3.6 - Erlenmeyer com D. magna. Imagem aumentada da D. magna no canto superior direito
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3.3.2 Meio de cultura

3.3.2.1 Lemna minor

Para a manutencao da cultura e para os testes de ecotoxicidade, utilizou-se o meio de cultura de Steinberg
modificado (OECD, 2011), que foi preparado a partir de oito solucdes stock e onde se utilizou agua
destilada na diluicdo. Todas as solu¢cBes-stock foram autoclavadas a 121 °C durante 20 minutos para
esterilizacdo, com excecdo da solugéo oito. O pH do meio de cultura foi corrigido para 5,5 = 0,2 como
preconizado pela norma da OCDE n° 221. A composi¢do e concentracfes dos varios reagentes que

constituem o meio de Steinberg modificado encontram-se na Tabela 3.14.

Tabela 3.14 - Composicéo e respetivas concentragdes do meio de cultura da L. minor (OECD, 2011).

Reagentes Concentragéo Unidades

Solucédo stock 1

KNO3 17,5 g/l

KH2PO4 45 g/l

K2HPO4 0,63 gll
Solucao stock 2

MgS04.7H20 5,0 g/l
Solucédo stock 3

Ca(N0Os)2.4H20 14,75 gll
Solucgéo stock 4

H3BO3 120,0 mg/I
Solucéo stock 5

ZnS04.7H20 180,0 mg/|
Solucéo stock 6

NazM004.2H20 44,0 mg/I
Solucdo stock 7

MnCl2.4H.0 180,0 mg/l
Solucéo stock 8

FeCls.6H20 760,00 mg/l

EDTA 1500,00 mg/l

3.3.2.2 Chlorella vulgaris

A cultura de C. vulgaris foi realizada em meio de cultura Bold Basal modificado (Nichols & Bold, 1965;
Stein, 1973). Na Tabela 3.15 encontra-se a composi¢cdo do meio de cultura utilizado para C. vulgaris. Para
a preparacdo de 1 | de meio de cultura utilizaram-se 10 ml da solugéo 1 e 1 ml das solugfes 2 a 5. Apos a
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preparacdo do meio de cultura, o pH foi ajustado para o valor de 7. Durante o ensaio, o controlo é
constituido por este meio de cultura.

Tabela 3.15 - Composicdo do meio de cultura Bold Basal modificado (Nichols & Bold, 1965; Stein, 1973).

Reagentes Concentracdo ‘ Unidades
Solucéo 1

NaNO3 25 g/l

NacCl 2,5 g/l

MgS0a4.7H20 7,5 gll

CaCl2.2H20 2,5 g/l

K2HPO4 7,5 g/l

KH2PO4 17,5 g/l
Solucao 2

KOH 31 gll

EDTA 50 gll
Solugéo 3

FeS04.7H20 4,98 gll

H2S04 1 ml/|
Solucéo 4

H3BO3 11,42 gll
Solucdo 5

ZnS04.7H20 8,82 gll

MnCI2.H20 1,44 g/l

Na2Mo04.2H20 1,19 gll

CuS04.5H20 1,57 gll

Co(N0O3)2.6H20 0,49 gll

3.3.2.3 Daphnia magna

Apenas no 2° ensaio se utilizou a espécie D. magna. O meio utilizado para a amostra de controlo foi
idéntico ao utilizado nas restantes amostras, onde esta espécie se encontrava presente. Este meio é
composto pela agua residual diluida a 25%, de acordo com as condi¢Bes estabelecidas para o ensaio
laboratorial.
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3.4 Agua residual utilizada nos ensaios

3.4.1 Amostragem da agua residual

As amostras de agua residual doméstica tratada foram recolhidas na ETAR da Quinta do Conde nos dias
15/7/19, 3/10/19 e 7/11/19, correspondentes a cada um dos ensaios efetuados: preliminar, 1° ensaio e 2°
ensaio, respetivamente. A agua residual tratada foi captada no fim da linha de tratamento, ap6s a
desinfecdo com hipoclorito de sédio. De acordo com a logistica das analises laboratoriais, as amostras
foram congeladas, numa camara frigorifica a uma temperatura aproximada de -18°C. Apés os sete dias de
ensaio, realizaram-se as analises de azoto total e fésforo total para as varias amostras.

3.4.2 Caracterizacdo da agua residual doméstica

A caracterizagdo dos efluentes utilizados nos ensaios de acordo com a informagé&o disponibilizada pela
SIMARSUL (2019), encontra-se na Tabela 3.16.

Tabela 3.16 - Valores referentes aos efluentes utilizados nos ensaios (SIMARSUL, 2019).

pH P total N total
(mg P/I) (mg N/I)
Ensaio 7,7 3,8 54
Preliminar
1° Ensaio 7,5 8,7 44
2° Ensaio 7,7 1,8 17

3.5 Metodologia geral dos ensaios

No ambito deste trabalho foram realizados trés ensaios, ensaio preliminar, 1° ensaio e 2° ensaio. Para
cada ensaio foram previamente estabelecidas diferentes concentracbes de agua residual. Tendo-se
utilizado trés réplicas para cada concentracdo e controlo.

O ensaio preliminar serviu como ensaio teste. Neste ensaio pretendeu-se fazer uma avaliagdo preliminar
da toxicidade e caracterizacdo da agua residual utilizada. No ensaio preliminar devido a questdes de
logistica, apenas se utilizou a espécie L. minor. Neste ensaio, testaram-se as concentragcdes de agua
residual de 50%, 75% e 100%.
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O 1° ensaio foi realizado com as espécies L. minor e C. vulgaris, onde se determinou a taxa de crescimento
especifico de C. vulgaris e de L. minor em amostras com as concentragfes de agua residual de 25%, 50%,
75% e 100%. Os resultados obtidos neste ensaio, relativamente as taxas de crescimento especifico,
permitiram estipular as condicfes experimentais do ensaio seguinte (2° ensaio), de forma a se obterem
resultados relevantes no &mbito deste trabalho.

No 2° ensaio, além das espécies L. minor e C. vulgaris também se utilizou a espécie D. magna.
Determinou-se a taxa de crescimento especifico de L. minor e C. vulgaris, em amostras com as
concentracdes de agua residual de 12,5% e 25%. Avaliou-se, ainda, o crescimento populacional da D.
magna, assim como o crescimento desta espécie afeta, ou é afetado pela presenca das espécies C.
vulgaris e/ou L. minor, para amostras com uma concentracdo de 25% de agua residual. Para tal,
prepararam-se quatro tipos de amostras, 25% Daphnia, 25% Daphnia+Chlorella, 25% Daphnia+Lemna e
25% Daphnia+Lemna+Chlorella.

Nos trés ensaios foi feita a avaliagdo da toxicidade, que consistiu na exposicdo de L. minor a diferentes
concentracdes de 4gua residual. Estes ensaios decorreram num periodo de sete dias, durante o qual foi
avaliada a inibicdo do crescimento desta macrofita. No 1° e 2° ensaio, também se avaliou o crescimento
de C. vulgaris através de leituras diarias de absorvéncia, durante um periodo de sete dias. No final de cada
um dos ensaios realizados (preliminar, 1° ensaio e 2° ensaio) determinou-se a concentracdo de nutrientes
presentes em cada amostra combinada (juncéo das trés réplicas numa Unica amostra).

Na Tabela 3.17 encontram-se 0s objetivos principais dos ensaios realizados.

Tabela 3.17 - Objetivos dos ensaios realizados

Ensaio preliminar 1° Ensaio 2° Ensaio

Quantificacdo dos
efeitos da agua
residual no
crescimento de L.
minor, para as
concentracdes de
agua residual de 50%,
75% e 100%.

Quantificacdo dos
efeitos que a adgua
residual utilizada tem
no crescimento da L.
minor e C. vulgaris, ao
longo do periodo do
ensaio, para as
concentracdes de
agua residual de 25%,
50%, 75% e 100%.

Quantificacao dos
efeitos que a dgua
residual utilizada tem
no crescimento da L.
minor, C. vulgaris, ao
longo do periodo do
ensaio, para as
concentracdes de
agua residual de
12,5% e 25%.

Avaliacéo da
interacéo entre as
espécies L. minor, D.
magna e C. vulgaris,
para uma
concentracao de agua
residual de 25%.




3.6 Ensaio toxicolégico

O ensaio toxicoldgico que segue a norma n° 221 da OCDE tem como objetivo a quantificacdo dos efeitos
gue a agua residual utilizada tem no crescimento da L. minor ao longo do periodo do ensaio.

O principal parametro utilizado na quantificacdo do crescimento de L. minor foi o nimero de frondes, mas
também se utilizou a area foliar. Estipulou-se a area foliar, em vez de outro parametro (peso seco ou peso
hamido), devido a facilidade de obtencdo de valores para este parametro, através do tratamento da
imagem fotogréafica. As fotografias foram obtidas através da camara fotografica do telemdével Samsung
Galaxy modelo J3.

Antes de se iniciar o ensaio é necessario cumprir com determinadas condicdes, para que o teste de
toxicidade seja vélido, de entre as quais se destaca, o tempo de duplicacdo do namero de frondes no
controlo ser inferior a 2,5 dias (60 horas), o que corresponde aproximadamente a uma taxa de crescimento
especifico de 0,275 d-.

Durante o ensaio teve de se garantir uma fonte luminosa que providencie uma intensidade luminosa entre
6,5 e 10 klux, medida a uma distancia equivalente a que separa a superficie das frondes da fonte luminosa.
As diferencas de intensidade luminosa na area de teste ndo devem exceder + 15 %.

A temperatura nos recipientes do teste devera ser de 24 + 2 °C e o pH do meio de controlo, ndo devera
aumentar mais do que 1,5 unidades durante o teste.

E necessaria a disposicdo aleatéria dos recipientes do teste na incubadora, de forma a minimizar a
influéncia espacial na intensidade luminosa ou na temperatura. Para isso utizou-se o software R, versao
3.2.4, (R Foundation for Statistical Computing, 2016) na geracdo dos nimeros aleatérios.

O ensaio é realizado num regime estatico, ou seja, ndo existe renovacao do meio. No teste de toxicidade
utilizaram-se diferentes concentra¢des de agua residual e um controlo, com trés réplicas para cada uma,
como sugerido pelo guia da OCDE (OECD, 2011).

Cada recipiente teste devera conter entre 9 a 12 frondes, ou seja, entre trés e quatro plantas com trés
frondes. O nimero de plantas e frondes tem de ser idéntico em cada recipiente teste.

O teste, ao ser realizado em regime estatico, exige que o pH de cada amostra seja medido no inicio e final
do ensaio.
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3.7 Parametros de avaliacdo — Lemna minor

A norma n® 221 da OCDE (OECD 221,2006) refere duas variaveis de resposta:

Taxa de crescimento especifico: esta variavel de resposta é determinada com base nas variacdes do
logaritmo do numero de frondes, e adicionalmente, em termos das variacdes do logaritmo de outro
parametro de medicdo (area foliar total, peso seco, peso himido) nos controlos e grupo de tratamentos.

“Yield” ou rendimento: esta variavel de resposta € determinada com base nas alterac6es do nimero de
frondes, e adicionalmente, na base de outro parametro de medicéo (area foliar total, peso seco, peso
hamido) nos controlos e grupo de tratamentos até ao final do teste. O Yield ou rendimento, é determinado
pela expressao 3.2:

N¢ — N;

Yield = x 100 [3.2]

i
¢ Ni- variavel medida no recipiente de controlo ou teste no tempo inicial
e N:- variavel medida no recipiente de controlo ou teste no tempo final

A taxa de crescimento especifico é calculada através da expressao 3.3:

B ln(N]-) — In(N;)

Hi—j t (3.3]

e ij-taxa de crescimento especifico no intervalo de tempoi e j

e Ni- variavel medida no recipiente de controlo ou teste no tempo i
e N;j- variavel medida no recipiente de controlo ou teste no tempo |
e t—intervalodetempodeiaj

Utilizando as taxas de crescimento especifico estimadas pela expressédo anterior € possivel calcular a
percentagem de inibicdo da taxa de crescimento especifico (Ir) para cada concentragéo testada (grupo de
tratamento) através da expresséo 3.4:

c t
%I, = ————=x 100 [3.4]

e 9% [,;: percentagem de inibi¢cdo da taxa de crescimento especifico
e ¢ valor médio para g no controlo
e Ut valor médio para  no grupo de tratamento

Avariavel de resposta yield é determinada com base em dois parAmetros de medi¢&o, o nimero de frondes
e adicionalmente, na base de outro pardmetro de medicéo (area foliar total, peso seco, peso humido) que
se encontram presentes nos recipientes teste no inicio e no final do ensaio. A percentagem média de
inibicdo em yield, é determinada para cada grupo de tratamento pela expresséo 3.5:
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(be — bt)

e % Iy: percentagem de reducéo em yield
e bc biomassa final menos a biomassa inicial para o grupo de controlo
e bt biomassa final menos a biomassa inicial para o grupo de tratamento

3.7.1 NuUmero de frondes

A determinacédo do nimero de frondes (folhas) no inicio e final do ensaio, foi realizada com o apoio do
software ImageJ (National Institute of Health, 2018), que permite o processamento de imagem de forma a
delimitar as frondes, obtendo-se assim o nimero de frondes relativo a cada fotografia das amostras. As
fotografias, onde a existéncia de microalgas dificulta a delimitagdo das frondes de cada planta, foram
alteradas através do software GIMP (Kimball et al., 2014) e Microsoft Paint (Microsoft Corporation, 2013).
A manipulag&o das imagens consistiu na eliminag&o das microalgas, de forma a ter imagens que, ao serem
processadas pelo software ImageJ (Figura 3.7), irdo permitir uma determinacdo correta do nimero de
frondes.

! Drawing of b (75%) - 0
G688x1084 pixels; 8-hit, 728K

Figura 3.7 - Delimitacdo do numero de frondes no software ImageJ (National Institute of Health, 2018).
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3.7.2 Area foliar

Para a determinagédo da area foliar no inicio e final do ensaio, utilizaram-se os dados obtidos pelo software
ImageJ (National Institute of Health, 2018). Definindo uma escala é possivel determinar a area total de
cada fronde, como se observa na Figura 3.8, onde na primeira coluna tem-se o nimero de referéncia para
cada fronde e na segunda coluna a area foliar correspondente em cm?2,

14 Results - D
File Edit Font Results
larea  [mean [min [max | -
: 1 0037 245 285 285
12 0021 255 285 285
3 0032 255 255 285
14 0027 255 285 285
a3 0038 255 285 254
1B Do12 2659 208 285
17 0027 245 209 285
18 0033 255 285 285
19 0o1a 245 285 285
110 D024 255 285 285
11 0048 2535 285 285
12 0041 2535 285 285 i
1 [ ]

Figura 3.8 - Imagem da tabela com os resultados obtidos com o software ImageJ (National Institute of
Health, 2018) para o nimero de frondes e area foliar (cm?).

3.8 Parametros de avaliacdo — Chlorella vulgaris

3.8.1 Absorvéncia

Para este trabalho experimental, selecionou-se a absorvéncia como parametro de avaliagdo do
crescimento de C. vulgaris. Durante os ensaios foram feitas recolhas diarias de amostras e mediu-se a
sua absorvéncia por meio de um espectrofotémetro UNICAM UV/Vis, modelo 5600. Foi selecionado o
comprimento de onda de 683 nm por corresponder a maxima absorgdo na banda do vermelho do espetro
visivel (Wong, 2017, Rodrigues, 1990).

Os valores de absorvéncia a 683 nm, determinados ao longo dos sete dias de ensaio, foram convertidos
na concentracdo de clorofila a através da utilizagdo de uma reta de calibragdo (Figura 3.9). Esta reta de
calibracéo permite inferir se existe proporcionalidade entre a concentragédo do analito e os valores obtidos
no espectrofotémetro. Nesta figura, além do grafico da reta de calibragdo é apresentada a respetiva
equacdo e coeficiente de determinagéo. Os valores numeéricos utilizados encontram-se na Tabela All.1 do
Anexo Il.
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Figura 3.9 - Reta de calibragdo entre a absorvéncia e concentrac¢éo de clorofila a.

O célculo das taxas de crescimento especifico de C. vulgaris para cada concentracdo de agua residual, foi
obtida usando os valores médios das trés determinacdes efetuadas por dia, ao longo do periodo em que
decorreram o0s ensaios. Na fase exponencial de crescimento da C. vulgaris, a concentracdo da clorofila a,
pode ser aproximada pela expressao 3.6 (Wood et al., 2005).

C, = Cy X el [3.6]
Ci— Concentracéo de clorofila a no final do intervalo de tempo (pg/l)
U - Taxa de crescimento especifico (dia 1)
Co - Concentragéo de clorofila a no inico do intervalo de tempo (ug/l)

t — Intervalo de tempo (dia)

A determinacao da taxa de crescimento especifico (u) foi feita através do ajuste de uma reta aos valores,
numa escala logaritmica, da concentracao da clorofila a na fase exponencial de crescimento.

3.9 Procedimento experimental nos ensaios

Procedimentos comuns relativos aos ensaios envolvendo L. minor, C. vulgaris e D. magna

Nos ensaios realizados adicionaram-se aos erlenmeyers, com capacidade de 250 ml, diferentes volumes
de agua residual e de meio de cultura de modo a perfazer um volume de 100 ml. Os erlenmeyers foram,
entdo, fechados com rolhas de algoddo cardado, de modo a permitir as trocas gasosas entre o meio de
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cultura e o exterior. As varias culturas foram posteriormente colocadas numa camara de incubacéo que
possui uma fonte de luz constituida por um sistema de seis lampadas fluorescentes, que permite uma
iluminacao continua e uniforme do tipo branca fria, € que garantem que as culturas estejam expostas a
uma intensidade luminosa de 6 + 1,5 klux. A temperatura da camara de incubacéo foi controlada através
de um equipamento de ar condicionado que, refrigerando a sala, estabeleceu uma temperatura de 24 +
2°C. De modo a minimizar a influéncia das diferencas espaciais na intensidade luminosa e na temperatura,
as culturas foram colocadas de forma aleatdria na incubadora, tendo-se utilizado o software R verséo 3.2.4
(R Foundation for Statistical Computing, 2016) na geracéo dos nimeros aleatdrios. A intensidade luminosa
foi medida por intermédio do luximetro Extech LT300 e a temperatura com o aparelho Digital Thermo
Hygrometer (HTC-2). Os ensaios decorreram durante um periodo de sete dias com um periodo de
iluminagao continuo (24h/24h). No inicio, meio e fim de cada ensaio efetuou-se a medida do pH de todas
as amostras, sendo utilizado o aparelho inoLab WTW series, pH/ION 735.

No final dos ensaios, todas as amostras foram congeladas a uma temperatura de aproximadamente -18°C,
com vista a determinacdo das concentracdes de fosforo total e azoto kjeldhal.

Na Tabela 3.18, encontram-se resumidas as condi¢fes pré-estabelecidas comuns aos varios ensaios.

Tabela 3.18 - Resumo das condi¢des pré-restabelecidas comuns aos varios ensaios.

Critério Condicao
Tipo de teste Estatico
Temperatura (°C) 24 +2
Intensidade luminosa (klux) 6+15
Caracteristicas da iluminacgao Luz fluorescente
branca fria
Fotoperiodo lluminagdo continua
Recipiente Teste Erlenmeyer de 250
mi
Volume de solucéo-teste 100 ml
Duracéo do teste (dias) 7
Parametro medido pH, Temperatura

Procedimentos especificos para os ensaios envolvendo L. minor

No estudo de L. minor foram efetuados trés ensaios: ensaio preliminar, 1° e 2° ensaio. As concentracdes
de agua residual utilizadas foram de 50%, 75% e 100% para o ensaio preliminar, de 25%, 50%, 75% e
100%, para o 1° ensaio e de 12,5% e 25% para o0 2° ensaio. A cada recipiente foram entdo adicionadas 4
plantas com trés frondes uniformes. No inicio e no final dos ensaios fez-se a contagem do nimero de
frondes e a determinacao da area foliar através do software ImageJ (National Institute of Health, 2018).

Procedimentos especificos para os ensaios envolvendo C. vulgaris
O estudo de C. vulgaris envolveu a realizacdo de dois ensaios: 0 1° e 2° ensaio.

Na preparacéo das amostras com C. vulgaris, foi inoculado um volume de C. vulgaris em cada Erlenmeyer,
gue contém diferentes concentra¢des de agua residual. As diluicbes da agua residual nas amostras, foram
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realizadas com o meio de cultura Bold Basal modificado, que foi também utilizado no controlo. As amostras
e o controlo sdo cada uma constituida por trés réplicas, perfazendo um total de 15 frascos erlenmeyer.

O estudo do crescimento da microalga envolveu a recolha diaria de amostras, com o objetivo de se medir
a densidade otica para o comprimento de onda 6timo de absor¢do da microalga no espetrofotémetro
UNICAM UV/Vis, modelo 5600).

No decorrer do ensaio efetuou-se a monitorizagdo de alguns dos parametros fisico-quimicos, que
influenciam o crescimento das microalgas, nomeadamente o pH e temperatura.

Na preparacdo das amostras de C. vulgaris, relativas ao 1° ensaio, o volume de C. vulgaris inoculado em
cada erlenmeyer e respetivas réplicas foi de 30 ml com concentragdes de agua residual de 25%, 50%,
75% e 100%. No 2° ensaio foi inoculado um volume de C. vulgaris de 15 ml com concentrac@es de agua
residual de 12,5% e 25%.

Procedimentos especificos para o ensaio envolvendo D. magha

Neste ensaio estudaram-se quatro tipos de amostras que possuem uma concentragdo fixa de agua
residual de 25%. O primeiro tipo, s6 possui elementos da espécie D. magna, no segundo tipo, para além
da D. magna, adicionou-se L. minor, o terceiro tipo de amostras envolve as espécies D. magna e C. vulgaris
e por fim o quarto tipo possui D. magna, C. vulgaris e a L. minor. As quantidades das diferentes espécies
nas amostras foram de 10 individuos de D. magna, um volume de C. vulgaris de 15 ml e quatro plantas de
L. minor com 12 frondes.

Neste ensaio, o pH foi medido no inicio, em dois periodos intermédios (3° e 5° dia), e no final. Para as
amostras com C. vulgaris foi feita a leitura diaria da absorvéncia e efetuou-se a contagem do numero de
frondes para as amostras com L. minor. No final do ensaio foi feita a quantificacdo das D. magna por
observacdo in situ do nimero de individuos presentes nos erlenmeyers.

Na Tabela 3.19 encontram-se resumidos os procedimentos especificos dos ensaios envolvendo L. minor,
C. vulgaris e D. magna.

3.10 Determinacado de fosforo total e azoto total nos ensaios realizados

Na determinacéo de fosforo total e azoto total, para os ensaios realizados no ambito deste trabalho, foram
usados o método digestdo acida com persulfato e o método de doseamento apds mineralizagdo com
selénio, respetivamente (Clesceri et al.,1998).

A determinacéo das eficiéncias de remocao de fosforo e azoto foi feita através da expresséo 3.7

n=( —%) x 100 [3.7]

n — Taxa de remocé&o do nutriente (%)
¢i — Concentragdo inicial do nutriente (mg/l)

¢t — Concentracao final do nutriente (mg/l)
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Tabela 3.19 - Resumo dos procedimentos especificos para as varias amostras.

Espécie

Ensaio

Concentracao de agua
residual

Parametro Medido

L. minor (L) Preliminar | 50%, 75% e 100% N° de frondes;Area
foliar;pH; Temperatura
1° Ensaio 25%, 50%, 75% e 100%
2° Ensaio 12,5% e 25%
C. vulgaris (C) 1° Ensaio | 25%, 50%, 75% e 100% Absorvéncia;pH;Temperatura
2° Ensaio 12,5% e 25%
D. magna (D) 2°Ensaio | 25% N° de individuos;
pH;Temperatura
D+L 2°Ensaio | 25% N° de individuos;
N° de frondes;
Area foliar;pH;Temperatura
D+C 2°Ensaio | 25% N° de individuos;
Absorvéncia;pH;Temperatura
D+L+C 2°Ensaio | 25% N° de individuos;Absorvéncia

Ne de frondes;Area foliar;pH;
Temperatura

3.11 Anéalise Estatistica

Utilizou-se o software Microsoft Office Excel 365 (Microsoft Corporation, 2019), para o tratamento
estatistico dos resultados (média, desvio padrdo e teste ANOVA). Para se verificar a existéncia de
diferencas entre as médias das taxas de crescimento é utilizado o teste ANOVA, fator Unico (teste F).

A existéncia de diferencas entre médias é comprovada quando o Fcritico obtido € menor que F (Fcritico<
F), caso contrario, ndo existirdo diferencas entre médias. Para o calculo de Fcritico e F, no teste ANOVA,
é utilizado o fator Unico. Caso existam diferengas entre médias, utiliza-se o software R verséo 3.2.4 (R
Foundation for Statistical Computing, 2016) para determinar quais sdo os pares de médias que sdo
estatisticamente diferentes através do teste de Tukey, que permite avaliar a magnitude dessas diferencas.
O script utilizado no software R verséo 3.2.4 (R Foundation for Statistical Computing, 2016) para efetuar o
teste de Tukey encontra-se no Anexo VIII.
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4. Resultados e discussao

4.1 Ensaio Preliminar

Na altura em que o ensaio teve inicio, a cultura de C. vulgaris ndo se mostrou viavel, tendo-se apenas
utilizado como espécie teste, a macrofita L. minor. Tinha-se previsto testar quatro concentracdes de agua
residual (25%, 50%,75% e 100%) e um controlo, com trés réplicas para cada concentracéo e controlo, mas
s6 foi possivel usar apenas trés concentracdes (50%,75% e 100%) e um controlo com as respetivas
réplicas. A razdo desta diminuicdo do nimero de concentracdes teste, deveu-se a quantidade limitada de
plantas disponiveis, em virtude de a mudanca de meio de L. minor ter sido feita proximo do inicio do ensaio
preliminar. Devido ao pequeno nimero de plantas, ficou-se condicionado na escolha de plantas idénticas
em termos do numero de frondes e de dimensfes. Deste modo, a distribuicdo das plantas nos varios
erlenmeyers néo foi totalmente homogénea. Por lapso, foi utilizada dgua destilada como meio de cultura
para o controlo, que néo é favoravel ao crescimento de L. minor (Saeger, 1925).

Segundo a norma da OCDE n°221, o teste ecotoxicoldgico sé € valido se a taxa de crescimento especifico
do controlo for maior do que 0,275 d-1. Tendo-se obtido uma taxa de crescimento especifico de 0,178 d-!
(Figura Alll.2 do Anexo lll), o teste ndo € valido. Antes do inicio do ensaio, durante a manutengéo da cultura
de L. minor com meio de Steinberg modificado, obteve-se uma taxa de crescimento especifico que se
encontra dentro dos paradmetros de valida¢do do teste (0,431 d1). A norma diz que o meio de cultura
Steinberg modificado é adequado, ja o0 uso da agua destilada como meio de cultura no controlo ndo esta
de acordo com a norma, o que levou a nao validacado do teste.

Os diversos problemas experimentais anteriormente descritos, levaram a decisdo de ndo se comentar 0s
dados obtidos no ensaio preliminar, devido a uma incerteza acrescida, que tornam estes dados pouco
significativos, para obtengéo de interpretacdes cientificas relevantes. Os dados obtidos para o ensaio
preliminar encontram-se nos Anexos lll, IV, V e VI.

4.2 1° Ensaio

4.2.1 Temperatura e pH

Na Figura 4.1 encontra-se representada a evolugao da temperatura ao longo dos sete dias de ensaio, para
as amotras com L. minor e C. vulgaris.

De acordo com a norma n°® 221 da OCDE (OECD, 2006), a temperatura durante o periodo de tempo que
decorre o ensaio devera ser 24 + 2° C. A temperatura ao longo do periodo de ensaio esta de acordo com
o intervalo de temperatura sugerido para o ensaio toxicolégico, como se observa pela Figura 4.1 e os
valores respetivos encontram-se resumidos na Tabela AIV.3 do Anexo IV. A temperatura média durante o
ensaio foi de aproximadamente 24 °C.
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Figura 4.1 - Evolugéo da temperatura ao longo dos sete dias de ensaio.

A evolucdo dos valores de pH ao longo do periodo de ensaio para as amostras com L. minor, e varias
concentracdres de agua residual, encontra-se representada na Figura 4.2.

Na Figura 4.2 (A) observa-se que os valores de pH para a amostra de controlo da L. minor, estao
compreendidos entre 7,5 (valor inicial) e 5,4 (valor final), sendo a variacdo dos valores de pH de 2,1
unidades (valores do pH na Tabela AIV.3 do Anexo IV). Segundo Cunha et al. (2010), a variagdo na
temperatura altera o valor do pH no meio, geralmente o pH diminui cerca de 0,1 unidades, quando a
temperatura é superior a 20 °C (Sawyer et al., 2003).

De acordo com a norma da OCDE, o pH do meio nos controlos de L. minor, ndo devera aumentar mais do
que 1,5 unidades, mas caso haja uma oscilagao superior a 1,5 unidades, nédo invalida o ensaio toxicolégico.
No 1° ensaio, a oscilagéo de pH de — 2,1 podera ser justificada, por se ter utilizado por lapso agua destilada
como meio de cultura nos controlos, em vez de utilizar um dos meios referidos na norma n° 221 da OCDE
(OECD 221,2006) para o ensaio toxicolégico.

Na Figura 4.2 (B, C, D e E), os valores de pH das amostras com L. minor e concentracdes de agua residual
de 25%, 50%, 75% e 100% respetivamente, aumentam ao longo do ensaio e tém aproximadamente um
valor de 7,5 no inicio do ensaio e de 10 no final do ensaio.

Na Figura 4.3 observam-se os valores de pH ao longo do tempo para as amostras com C. vulgaris, e varias
concentracdes de agua residual. O aumento dos valores de pH verificado esta diretamente relacionado
com o0 aumento da atividade fotossintética (Alyabyev et al., 2007; Huo et al., 2012), como se constata na
Figura 4.4, onde se mostra a evolu¢éo da concentragdo de clorofila a para as amostras correspondentes.
As amostras com as concentracdes de agua residual de 25%, 50%, 75% e 100% tiveram uma variacao de
pH idéntica, onde os valores aproximados de pH no inicio e final do ensaio, foram de 8 e 10 respetivamente.
O pH no controlo (Figura 4.3 (A)) aumentou entre o primeiro dia (7,4) e o terceiro dia (8,8) do ensaio. A
partir do terceiro dia verificou-se uma diminuigdo do pH até ao ultimo dia do ensaio, em que tomou o valor
de 7,2. Os valores obtidos para o pH encontram-se na Tabela AIV.3 do Anexo IV.

4.2.2 Clorofila a

Nas Figuras 4.4 e 4.5 apresentam-se os valores das concentra¢fes de clorofila a (ug/l), ao longo de 7 dias
para as amostras com C. vulgaris, em meio de cultura Bold Basal modificado e agua residual com as
concentracdes de 25%, 50%, 75% e 100%.
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Figura 4.2 - Valores do pH ao longo de 7 dias para as amostras com L. minor (As barras verticais
representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).
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Figura 4.3 - Valores de pH ao longo do ensaio para C. vulgaris (As barras verticais representam o desvio

padrédo dos triplicados das amostras).

O crescimento de C. vulgaris nas varias amostras ndo apresentou uma fase lag significativa, o que
indica que as microalgas se adaptaram rapidamente aos meios e utilizaram os nutrientes disponiveis,
resultando numa fase lag curta como observado por Yu et al. (2019). Através da analise da Figura 4.5
observa-se que foi na amostra com uma concentragéo de 25 % de agua residual, Figura 4.5 (B), que



a C. vulgaris apresentou o valor mais elevado para a concentracdo da clorofila a (1732 pg/l ao fim de
6 dias).

Os valores das concentragdes de clorofila a (ug/l), ao longo dos sete dias do ensaio, para as varias
amostras encontram-se na Tabela All.4 do Anexo II.
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Figura 4.4 - Concentragdo média de clorofila a ao longo do tempo para C. vulgaris e varias
concentracdes de agua residual.

Na Figura 4.5 observam-se, separadamente, os valores da concentracdo de clorofila a para a média
dos triplicados de cada amostra, com os desvios padréo respetivos. A inclusdo da Figura 4.5 teve
como finalidade auxiliar na interpretacéo dos resultados obtidos para as varias amostras, ja que seria
dificil representar na Figura 4.4, os desvios padrdo de uma forma diferenciada para cada amostra.
Verifica-se que os valores maximos da concentragdo de clorofila a, para as varias amostras podem
ser obtidos, em tempos diferentes durante o periodo de ensaio. Assim, na amostra de controlo (Figura
4.5 (A)) o valor maximo (805 pg/l) é atingido ao fim de cinco dias, na amostra com uma concentragéo
de 25% de agua residual (Figura 4.5 (B)), o valor maximo (1732 ug/l) é atingido ao fim de 6 dias e nas
amostras com concentragdes de agua residual de 50%, 75% e 100% (Figura 4.5 (C, D e E)), os valores
méaximos de clorofila a (949 ug/l, 706 pg/l e 915 ug/l) séo observados ao fim de sete dias. Os valores
das absorvéncias para cada amostra, a partir dos quais se obtiveram os valores para a concentracao
da clorofila a, encontram-se na Tabela AIV.6 do anexo IV.
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Figura 4.5 - Valores da concentracdo de clorofila a ao longo de 7 dias para as amostras com C. vulgaris
(As barras verticais representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).
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4.2.3 Taxas de crescimento especifico

4.2.3.1 L. minor

Podem-se observar na Figura 4.6, os valores da taxa de crescimento especifico da L. minor para o nUmero
de frondes, em amostras com varias concentracdes de agua residual, verificando-se que a taxa de
crescimento especifico mais elevada (0,205 dia?) foi obtida no controlo. Com o0 aumento da concentracao
de agua residual houve uma diminuicao da taxa de crescimento especifico.

Nos meios de cultura com agua residual, a maior taxa de crescimento especifico (0,149 dial) ocorreu para
0 meio de cultura com menor concentracdo de agua residual (25%), enquanto que 0 menor valor observado
(-0,013 dia?) foi obtido para o meio de cultura com a maior concentragdo de agua residual (100%). Pode-
se, pois concluir que com o aumento da concentracao da dgua residual, houve inibigdo do crescimento da
L. minor. As taxas de crescimento especifico negativas para as concentracfes de agua residual de 75% e
100%, indicam que algumas plantas morreram. Embora ndo se tenha utilizado a mesma agua residual, os
resultados obtidos estdo de acordo com as conclusdes do trabalho de Zaltauskaité et al. (2014), onde foi
reportado que as plantas morreram, quando expostas a concentracdes mais elevadas de 4gua residual
tratada (50-100%). Por sua vez, na amostra com 25% de agua residual, o nimero de frondes foi
significativamente inferior ao da amostra de controlo. Os valores das taxas de crescimento especifico em
termos do nimero de frondes, encontram-se na Tabela Alll.2 do Anexo lII.
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Figura 4.6 - Taxa de crescimento especifico da L. minor para o nimero de frondes e varias
concentracdes de agua residual (as barras verticais representam o desvio padrao dos triplicados das
amostras).

Com o intuito de se averiguar se existem diferencas estatisticas entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para o numero de frondes, realizou-se o teste ANOVA, fator Unico. Analisando os valores obtidos
(Tabela 4.1), observa-se que 0 Feritico (3,48) obtido é menor que o F (11,91), pelo que existem diferencas
entre as médias das taxas de crescimento especifico das amostras, para um grau de confianca de 95%.
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Outra forma de verificar se existem diferencas entre médias € pela interpretacao do valor obtido para p,
gue neste caso é inferior ao grau de significancia (0,05).

Tabela 4.1 - Resultados da ANOVA, fator Unico para as amostras do 1° ensaio com L. minor, envolvendo
0 numero de frondes.

Fonte de
variacao SQ Gl MQ F P F critico

Entre grupos [ 0,107091 4 0,026773|11,90887564 | 0,000807 | 3,47805
Dentro de grupos | 0,022481 10 0,002248
Total 0,129573 14

De forma a verificar, quais as diferencas entre pares de amostras nos ensaios com L. minor, realizou-se o
teste de Tukey através do software R verséo 3.2.4 (R Foundation for Statistical Computing, 2016), tendo-
se obtido os resultados para o valor de p apresentados, na Tabela AVII.1 do Anexo VII, e a Figura 4.7.
Esta figura representa os intervalos de confianca de 95%, para cada um dos vérios pares de amostras.
Todos os intervalos de confian¢a que contém o valor zero, ndo sdo estatisticamente significativos, o zero
indica que ndo ha evidéncia da diferenca entre o par de amostras (Greenwood, 2020). De acordo com a
figura e a tabela, observa-se que todos os pares de grupos, com excec¢do de 25%-100%, Controlo-100%,
75%-25% e Controlo-75%, ndo apresentam diferengas estatisticamente significativas.

A Figura 4.8 referente ao yield do nimero de frondes, tem uma evolugéo idéntica a da Figura 4.6, que
mostra a taxa de crescimento especifico para o numero de frondes. A taxa de crescimento especifico
diminui com o aumento da concentragdo de 4gua residual. Os valores do yield do namero de frondes,
encontram-se na Tabela Alll.1 do Anexo IlI.

Pode-se observar na Figura 4.9, referente a taxa de crescimento especifico para a area foliar, que a taxa
de crescimento especifico mais elevada (0,159 dia') foi obtida no controlo. Com o aumento da
concentracdo de 4gua residual houve uma diminuigdo da taxa de crescimento especifico, como também
ja se tinha observado no caso do numero de frondes.

Para os meios de cultura com agua residual, a maior taxa de crescimento especifico (0,151 dia!) ocorreu
para o meio de cultura, com menor concentragcao de agua residual (25%), enquanto que o menor valor
observado (-0,004 dia!) foi obtido para o meio de cultura, com a maior concentracado de agua residual
(100%).

As taxas de crescimento especifico em termos de area foliar, para a amostra de controlo (0,159 dia!) e de
25% (0,151 dia!) de agua residual tém valores proximos. O mesmo acontece, quando se compara o valor
médio da taxa de crescimento especifico da amostra de 75% (0,003 diat), com o da amostra de 100% (-
0,004 diat) de agua residual. Esta proximidade de valores entre amostras, demonstra que a area foliar
média para os pares de amostras é idéntica, o que ndo se verifica para o nimero de frondes, como se
observa quando se comparam as Figuras 4.6 e 4.9. Os valores das taxas de crescimento especifico em
termos da éarea foliar, encontram-se na Tabela Alll.4 do Anexo Il
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Figura 4.7 - Comparacdo gréfica entre pares de amostras pelo teste de Tukey, para as taxas de
crescimento especifico obtidas para o nimero de frondes.
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Figura 4.8 - Yield do nimero de frondes para a L. minor e varias concentracGes de agua residual (as
barras verticais representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).
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Figura 4.9 - Taxa de crescimento especifico da L. minor para a area foliar e vérias concentragbes de
agua residual (as barras verticais representam o desvio padrao dos triplicados das amostras).
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Com o intuito de se averiguar se existem diferengas estatisticas, entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para a area foliar, realizou-se a analise de variancia, ANOVA (fator Gnico). Analisando os valores
obtidos (Tabela 4.2), observa-se que 0 Feritco (3,48) obtido é menor que o F (7,30), pelo que existem
diferencas entre as médias das taxas de crescimento especifico para cada grupo de amostras, para um
grau de confianca de 95%.

Tabela 4.2 - Resultados da ANOVA, fator Unico para as amostras do 1° ensaio com L.minor ,envolvendo
a area foliar.

Fonte de

variacao SQ Gl MQ F p F critico
Entre grupos 0,074896 4 0,018724 | 7,302210921 | 0,005099 | 3,47805
Dentro de grupos | 0,025642 10 0,002564
Total 0,100538 14

Foi efetuado o teste de Tukey tendo-se obtido os resultados para o valor de p, apresentados na Tabela
AVII.2 do Anexo VII, e a Figura 4.10. Esta figura representa os intervalos de confianca de 95% para cada
um dos vérios pares de amostras. De acordo com a figura, observa-se que os pares de grupos, com
excecdo de 25%-100%, Controlo-100%, 75%-25% e Controlo-75%, n&o apresentam diferencas
significativas em termos estatisticos.

A Figura 4.11 referente ao yield da area foliar é idéntica & Figura 4.9 da taxa de crescimento especifico
para a area foliar. Os valores do yield da area foliar, encontram-se na Tabela Alll.4 do Anexo lII.

4.2.3.2 C. vulgaris

As taxas de crescimento especifico calculadas na fase exponencial de crescimento de C. vulgaris, para as
varias amostras encontram-se representadas na Figura 4.12. Pode-se observar que, a taxa de crescimento
especifico com o valor mais reduzido corresponde ao controlo (0,356 dia), e verifica-se que, com o
aumento da concentragdo da agua residual, ha um aumento da taxa de crescimento especifico, sendo a
amostra com 100% de agua residual a que teve o valor mais elevado (0,930 dial). Os valores das taxas
de crescimento especifico, para as varias amostras encontram-se na Tabela All.5 do Anexo Il. Os
resultados obtidos para as taxas de crescimento especifico, possuem ordens de grandeza idénticas as
indicadas por varios trabalhos envolvendo a C. vulgaris, que se situam no intervalo 0,7-2 d* (Lakaniemi et
al., 2012).
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Figura 4.10 - Comparacao gréafica entre pares de amostras pelo teste de Tukey para as taxas de
crescimento especifico obtidas para a area foliar.
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Figura 4.11 - Yield da area foliar para a L. minor e varias concentracdes de agua residual (as barras
verticais representam o desvio padrdo dos triplicados das amostras).
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Figura 4.12 - Taxa de crescimento especifico da C. vulgaris para varias concentracdes de agua residual
(as barras verticais representam o desvio padrao dos triplicados das amostras).
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Com o intuito de se averiguar se existem diferencas estatisticas, entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para as varias amostras de C. vulgaris, realizou-se a analise de variancia, ANOVA (fator Unico).
Analisando os valores obtidos (Tabela 4.3), observa-se que 0 Feritico (3,48) obtido € menor que o F (314,35),
pelo que existem diferencas entre as médias das taxas de crescimento especifico para cada grupo de
amostras, para um grau de confianca de 95%.

Tabela 4.3 - Resultados da ANOVA, fator Gnico para as amostras do 1° ensaio com C.vulgaris.

Fonte de

variacao SQ Gl MQ F p F critico
Entre grupos 0,867342 4 0,216836 | 314,3462 | 1,82E-10 | 3,47805
Dentro de grupos | 0,006898 10 0,00069
Total 0,87424 14

Foi efetuado o teste de Tukey tendo-se obtido os resultados para o valor de p, apresentados na Tabela
AVII.3 do Anexo VII, e a Figura 4.13. Esta figura representa os intervalos de confianca de 95% para cada
um dos vérios pares de amostras e observa-se que os pares de grupos, com exce¢ao de 25%-100%, 50%-
100%, Controlo-100%, 50%-25%, 75%-25%, Controlo-25%, Controlo-50% e Controlo-75%, néo
apresentam diferencas significativas em termos estatisticos.

4.3 2° Ensaio

4.3.1 Temperatura e pH

No 2° ensaio foi pré-estabelecida uma temperatura de 24 + 2 °C, como é sugerido na norma n° 221 da
OCDE (OECD 221,2006) para o ensaio toxicoldgico. Contudo, devido as condigfes ambientais inerentes
ao periodo em que o ensaio foi realizado, o trabalho experimental foi efetuado a uma temperatura que
variou entre 22,5 °C e 20 °C. A evolucdo da temperatura ao longo dos sete dias de ensaio, encontra-se
representada na Figura 4.14 e os valores respetivos encontram-se resumidos na Tabela AlV.7 do Anexo
V.
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Figura 4.13 - Comparacéo gréfica entre pares de amostras pelo teste de Tukey, para as taxas de
crescimento especifico obtidas para a C. vulgaris.
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Figura 4.14 - Evolugdo da temperatura ambiente ao longo do ensaio.

A evolugédo dos valores de pH ao longo do periodo de ensaio, para as amostras constituidas pela espécie
L. minor e para varias concentracdes de agua residual, encontra-se representada na Figura 4.15. Na Figura
4.15 (A), relativa ao controlo, os valores de pH aumentam durante toda a duracdo do ensaio, tendo um
valor inicial de 5,3 e final de 8,3. Os valores do pH sdo apresentados na Tabela AIV.8 do Anexo IV.

De acordo com a norma da OCDE, o pH da amostra de controlo neste ensaio ndo devera aumentar mais
do que 1,5 unidades, o que néo se verificou. Esta oscilagdo dos valores de pH, acima do que a norma
estipula, poderd ser explicada pela contaminacdo da amostra por microalgas. Com vista a reduzir a
eventual proliferacdo de microalgas, aumentou-se a frequéncia de mudanc¢a do meio de cultura. Contudo
ndo foi possivel inibir o seu crescimento, como se observa na Figura 4.16 referente ao inicio (A) e ao final
(B) do ensaio.

Na Figura 4.15 (B e C), para concentracfes de agua residual de 12,5% e 25%, verifica-se também um
aumento dos valores de pH ao longo do ensaio. No inicio, as amostras de L. minor, tém aproximadamente
um valor de pH de 7,4 e, no final do ensaio, apresentam um valor de pH de 8,8 e 9,8 para as concentra¢cfes
de agua residual de 12,5% e 25%, respetivamente.
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Figura 4.15 - Valores do pH ao longo de 7 dias para as amostras com L. minor (As barras verticais
representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).

Figura 4.16 - Erlenmeyer com amostra de controlo com L. minor: A-Inicio do ensaio; B- Final do ensaio
(7dias);

Na Figura 4.17 apresentam-se os valores de pH, ao longo dos sete dias do ensaio, para as amostras com
C. vulgaris, de acordo com os varios valores da concentragao de agua residual. O valor do pH da amostra
de controlo (Figura 4.17 (A)) no inicio do ensaio foi de 7,4 e no final de 7,7. As amostras com as
concentracdes de agua residual de 12,5% e 25% (Figura 4.17 (B, C)), tiveram uma variagdo de pH idéntica,
onde os valores aproximados de pH, no inicio e final do ensaio, foram de 7,4 e 10 respetivamente. O
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aumento do valor de pH verificado esta diretamente relacionado com a atividade fotossintética (Alyabyev
et al., 2007; Huo et al., 2012). Os valores obtidos para o pH encontram-se na Tabela AlV.8 do Anexo IV.

A - Controlo (meio de Bold Basal B - Concentragdo de agua residual
o po o,
modificado) de 12,5%

12 12

10 10 il _ -
8 1 } l g
£ 6 £ 6
4 4
2 2
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0o 1 2 3 4 5 6 7 o 1 2 3 4 5 6 7

Tempo (dias) Tempo (dias)

C - Concentragao de agua residual
de 25%

12

pH
-
ON DO

0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

Figura 4.17 - Valores do pH para as amostras do 2° ensaio com C. vulgaris.

Na Figura 4.18 observam-se os valores de pH ao longo dos sete dias do ensaio, para amostras com
concentracdes de A4gua residual de 25% envolvendo a espécies D. magna (Figura 4.18(A)),
Daphnia+Lemna, Daphnia+Chlorella e Daphnia+Lemna+Chlorella (Figura 4.18 (B, C e D)). Os valores de
pH da amostra constituida apenas por D. magna (Figura 4.18 (A)) foram de 7,4 no inicio e de 8,8 no final
dos ensaios. As amostras envolvendo D. magna e uma outra espécie, tiveram uma variacdo de pH idéntica,
em que os valores de pH no inicio e final do ensaio, foram aproximadamente de 7,4 e 10, respetivamente.
Os valores obtidos para o pH encontram-se na Tabela AlV.8 do Anexo IV.

4.3.2 Clorofila a

Na Figura 4.19 encontram-se os valores da concentracéo de clorofila a, ao longo dos sete dias em que
decorreu o ensaio, para as amostras de C. vulgaris envolvendo o controlo e as concentragdes de agua
residual de 12,5% e 25%, e para as amostras de Daphnia+Chlorella e Daphnia+Lemna+Chlorella com
concentracdo de agua residual de 25%. As varias amostras tiveram um crescimento sem uma fase lag
significativa, o que indica que as microalgas se adaptaram rapidamente ao meio e utilizaram os nutrientes
disponiveis, resultando numa fase lag curta, como observado no ensaio anterior e no trabalho de Yu et al.,
(2019).
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A - D.magna B - D.magna + C. vulgaris
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Figura 4.18 - Valores de pH para as amostras com D. magna e uma concentracéo de agua residual de
25% (As barras verticais representam o desvio padrédo dos triplicados das amostras).

A andlise da Figura 4.19 evidencia um aumento da concentracdo de clorofila a, para todas as amostras
em estudo, durante o periodo do ensaio. A amostra de C. vulgaris, com concentragdo de agua residual de
25%, teve o valor diario mais elevado para a concentracao de clorofila a (2122 pg/l no final do ensaio). O
trabalho de Onay (2018), em que foi utilizada uma agua residual com as concentragfes de 25%, 50%, 75%
e 100% e o controlo com meio Bold Basal, mostrou que a concentra¢do de agua residual de 50% era a
mais adequada para o crescimento de C. vulgaris. A diferenca de resultados podera ser devida a agua
residual e o meio nutriente do controlo ndo serem idénticos aos do trabalho efetuado no &mbito desta tese.

Os valores das concentracdes de clorofila a (ug/l) ao longo de 7 dias encontram-se na Tabela All.8 do
Anexo |l

Na Figura 4.20 estéo representados os graficos das concentracdes de clorofila a, para amostras com C.
vulgaris, e os respetivos desvios padrdo. Em todas as amostras, a concentragdo maxima de clorofila a
verifica-se ao fim de sete dias. A amostra de controlo € a que possui 0 menor valor da concentracdo
méaxima de clorofila a e uma evolugdo da concentracdo de clorofila diferente da observada para as
restantes amostras, durante o periodo do ensaio. A amostra de C. vulgaris com uma concentra¢éo de 25%
de agua residual, é a que possui valor maximo de concentracdo de clorofila a. Quando se comparam as
amostras com concentracdo de agua residual de 25%, e que diferem em termos das espécies presentes
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(Daphnia+Chlorella e Daphnia+Lemna+Chlorella), constata-se, pela Figura 4.20 (D e E), que apés o quarto
dia de ensaio, tém concentracdes de clorofila a com valores relativamente proximos. Os valores das
absorvéncias para cada amostra, utilizados na determinacdo das concentracdes de clorofila a, encontram-
se na Tabela All.8 do Anexo IlI.

2500
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1000

Clorofila a (ug/l1)
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0 1 2 3 4 5 6 7
Tempo (dias)

®— 12,5% Chlorella 25% Chlorella 25% Daphnia+Chlorella

—@— 25% Daphnia+Lemna+Chlorella —@— Controlo Chlorella

Figura 4.19 - Concentracdes de clorofila a ao longo do tempo para C. vulgaris e varias concentracdes de
agua residual.

4.3.3 Taxas de crescimento especifico

4.3.3.1 L. minor

Na Figura 4.21 mostra-se a taxa de crescimento especifico do nimero de frondes, para diversas amostras
com L. minor e vérias concentracfes da agua residual. Verifica-se que a taxa de crescimento especifico
mais elevada (0,294 dia) foi observada no controlo.

De entre as amostras com agua residual, aquela que teve a maior taxa de crescimento especifico (0,249
dia?) foi a amostra com concentracdo de agua residual de 12,5% e a espécie L. minor. O valor mais baixo
para a taxa de crescimento especifico (0,178 dia!) foi obtido também para a L. minor e a concentracéo de
agua residual de 25%. Os valores das taxas de crescimento especifico, em termos do niumero de frondes,
encontram-se na Tabela Alll.6 do Anexo lll.
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Figura 4.20 - Valores da concentracao de clorofila a para as amostras com C. vulgaris (As barras
verticais representam o desvio padrao dos triplicados das amostras).
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Figura 4.21 - Taxa de crescimento especifico para o numero de frondes, envolvendo a L. minor para
vérias concentracdes de agua residual (as barras verticais representam o desvio padréo dos triplicados
das amostras).

Com o intuito de se averiguar se existem diferencas estatisticas, entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para o nimero de frondes, realizou-se a andlise de variancia, ANOVA (fator Gnico). Analisando os
valores obtidos (Tabela 4.4), observa-se que 0 Feritico (3,48) € menor que o F (9,67), o que significa que,
para um grau de confianga de 95%, existem diferencas entre as médias das taxas de crescimento
especifico para cada grupo de amostras.

Tabela 4.4 - Resultados da ANOVA, fator Unico para as amostras do 2° ensaio com L.minor, envolvendo
0 numero de frondes.

Fonte de

variacao SQ Gl MQ F p F critico
Entre grupos 0,023531 4 0,0anex005883 | 9,667255253 | 0,001821 | 3,47805
Dentro de grupos | 0,006085 10 0,000609
Total 0,029617 14

Foi efetuado o teste de Tukey tendo-se obtido os resultados para o valor de p, apresentados na Tabela
AVII.4 do Anexo VII, e a Figura 4.22. Esta figura representa os intervalos de confianca de 95% para cada
um dos varios pares de amostras e observa-se que todos os pares de grupos, com exce¢édo de 25%L-
12,5%L, Controlo-25%D+L e Controlo-25%L, ndo apresentam diferencas significativas em termos
estatisticos.

64



Intervalo de confianca de 95%

25% D+L-125% L — f t

-
—4-

25% D+L+C-125% L —

25% L-125% L — } } i

Controlo-12,5% L — }

25% D+L+C-25% D+L — F

25% L-25% D+L — f

Controlo-25% D+L —

25% L-25% D+L+C — f }

Controlo-25% D+L+C —

! | |
I T 1

I I I

Controlo-25% L —]

1
|
T
I
I
I
I
1
I
I
I
I
I
1
I
I
I
I
1
I
I
I
I
I
i
I
I
I
I
I
T
I
I
I
I
]
I
I
I
I
I
I
I
I
I
4
L)
I
I
I
I
I
I
1

I I
-0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15

Diferenca entre médias das amostras

Figura 4.22 - Comparacao gréafica entre pares de amostras do intervalo de confianga associado ao teste
de Tukey, para as taxas de crescimento especifico obtidas para o nimero de frondes (L-Lemna ; D-
Daphnia ; C-Chlorella).

A Figura 4.23, referente ao yield do nimero de frondes é idéntica a Figura 4.21 da taxa de crescimento
especifico para o numero de frondes. Os valores do yield relativo ao nimero de frondes, encontram-se na
Tabela Alll.5 do Anexo Il
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Figura 4.23 - Yield do nimero de frondes envolvendo a L. minor, para varias concentracdes de agua
residual (as barras verticais representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).

A taxa de crescimento especifico obtida para a area foliar est4 representada na Figura 4.24. Verifica-se
gue a mais elevada taxa de crescimento especifico é para a amostra de controlo (u= 0,320 diat). A maior
taxa de crescimento especifico para amostras com agua residual, ocorreu para o meio de cultura com
concentracao de dgua residual de 12,5% e a espécie L. minor (u= 0,254 dia!). O valor mais baixo foi obtido
para o meio de cultura com a concentragdo de agua residual de 25% e a espécie L. minor (0,152 dial).

Comparando as Figuras 4.21 e 4.24, observa-se que a taxa de crescimento especifico para o nimero de
frondes da amostra de 25% DaphniatLemna é menor que a da amostra de 25%
Daphnia+Lemna+Chorella. Ja no caso da taxa de crescimento especifico para a area foliar, a amostra de
25%Daphnia+Lemna tem uma taxa de crescimento especifico superior a da amostra de 25%
Daphnia+Lemna+Chlorella. Embora o numero de frondes seja superior na amostra de 25%
Daphnia+Lemna+Chlorella a area foliar é menor, quando se compara com a amostra 25%
Daphnia+Lemna. Os valores das taxas de crescimento especifico, em termos da &rea foliar encontram-se

na Tabela Alll.6 do Anexo III.

Com o intuito de se averiguar se existem diferencas estatisticas entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para a area foliar, realizou-se a andlise de variancia, ANOVA (fator Unico). Analisando os valores
obtidos (Tabela 4.5), observa-se que 0 Feritico (3,48) obtido € menor que o F (20,46), pelo que existem, para
um grau de confianca de 95%, diferencas entre as médias das taxas de crescimento especifico para cada
grupo de amostras.
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Figura 4.24 - Taxa de crescimento especifico da L. minor envolvendo a area foliar para vérias
concentracdes de agua residual (as barras verticais representam o desvio padrao dos triplicados das
amostras).

Tabela 4.5 - Resultados da ANOVA, fator Unico para as amostras do 2° ensaio com L.minor, envolvendo

a area foliar.
Fonte de
variacdo SQ Gl MQ F p F critico
Entre grupos | 0,061136 4 0,015284 | 20,45995947 | 8,35E-05 | 3,47805
Dentro de
grupos 0,00747 10 0,000747
Total 0,068606 14

Foi efetuado o teste de Tukey, tendo sido obtidos os resultados para o valor de p, apresentados na Tabela
AVII.5 do Anexo VII, e a Figura 4.25. Esta figura representa os intervalos de confianca de 95% para cada
um dos vérios pares de amostras. De acordo com a figura, observa-se que todos os pares de grupos, com
excecdo de 25% D+L+C-12,5% L, 25% L-12,5% L, Controlo-25% D+L-, Controlo-25% D+L+C e Controlo-
25% L, ndo apresentam diferencas significativas em termos estatisticos. Comparando estes resultados,
relativos as taxas de crescimento especifico em termos da area foliar, com os das taxas de crescimento
especifico em termos do nimero de frondes (Figura 4.22), verifica-se que existe adicionalmente uma outra
amostra com significancia estatistica (25%D+L+C).
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Figura 4.25 - Comparacao gréfica entre pares de amostras pelo teste de Tukey para taxas de
crescimento especifico obtidas para a area foliar (L-Lemna ; D-Daphnia ; C-Chlorella).

A Figura 4.26 referente ao yield da &rea foliar é idéntica a Figura 4.24 da taxa de crescimento especifico
para a area foliar. Os valores do yield da area foliar, encontram-se na Tabela Alll.5 do Anexo Il
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Figura 4.26 - Yield para a area foliar envolvendo a L. minor para varias concentracdes de agua residual

(as barras verticais representam o desvio padrdo dos triplicados das amostras).

4.3.3.2 C. vulgaris

Pode-se observar na Figura 4.27, referente a taxa de crescimento especifico para a C. vulgaris, que a taxa

de crescimento especifico mais reduzida foi obtida para a amostra de controlo (0,248 diat).
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Figura 4.27 - Taxas de crescimento especifico envolvendo a C. vulgaris para varias concentracfes de

agua residual (as barras verticais representam o desvio padrao dos triplicados das amostras).
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A maior taxa de crescimento especifico para amostras com agua residual, ocorreu para o meio de cultura
com concentracdo de agua residual de 12,5% (0,773 dial). O menor valor observado foi obtido para o
meio de cultura com a concentragdo de agua residual de 25%, envolvendo ambas as espécies C. vulgaris
e D. magna (0,654 dial). Os valores das taxas de crescimento especifico para as varias amostras
encontram-se na Tabela All.9 do Anexo Il. Os resultados obtidos para as taxas de crescimento especifico
possuem ordens de grandeza idénticas as indicadas por varios trabalhos envolvendo a C. vulgaris, que se
situam no intervalo 0,7-2 d-! (Lakaniemi et al., 2012).

Com o intuito de se averiguar se existem diferencas estatisticas entre as taxas de crescimento especifico
obtidas para a C. vulgaris, realizou-se a andlise de variancia, ANOVA (fator Gnico). Analisando os valores
obtidos (Tabela 4.6), observa-se que 0 Feritco (3,48) obtido € menor que o F (19,40), pelo que existem
diferencas entre as médias das taxas de crescimento especifico para cada grupo de amostras, para um
grau de confianca de 95%.

Tabela 4.6 - Resultados da ANOVA, fator Unico para as amostras do 2° ensaio com C. vulgaris.

Fonte de

variacao SQ Gl MQ F p F critico
Entre grupos 0,553555 4 0,138389| 19,34083 |0,000107 | 3,47805
Dentro de
grupos 0,071553 10 0,007155
Total 0,625108 14

Foi efetuado o teste de Tukey tendo sido obtido os resultados para o valor de p, apresentados na Tabela
AVII.6 do Anexo VII, e a Figura 4.28. Esta figura representa os intervalos de confianca de 95% para cada
um dos vérios pares de amostras. De acordo com a figura, observa-se que os pares de grupos, com
excecdo do Controlo-12,5% C, Controlo-25% C, Controlo-25% D+C e Controlo-25% D+L+C, néo
apresentam diferencas significativas em termos estatisticos.

4.3.3.3 Daphnia

Na Figura 4.29 observa-se a evolucao do nimero de D. magna nas varias amostras com 25% de agua
residual (25% Daphnia, 25% Daphnia+Chlorella, 25% Daphnia+Lemna e 25% Daphnia+Lemna+Chlorella)
ao longo dos sete dias do ensaio. O numero de D. magna, ao longo do ensaio, aumenta no caso das
amostras 25% Daphnia e 25% Daphnia+Lemna+Chlorella. Seria de esperar que 0 mesmo acontesse para
a amostra 25% Daphnia+Chlorella, tendo em consideracdo que a presenca da microalga iria servir como
fonte de alimento. Contudo, o processo de transferéncia desta espécie para os erlenmeyers levou a perda
de individuos, o que podera ter afetado os resultados finais do ensaio.
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Figura 4.28 - Comparacéo gréfica entre pares de amostras pelo teste de Tukey para as taxas de
crescimento especifico obtidas para a C. vulgaris (L-Lemna; D-Daphnia; C-Chlorella).

A quantidade de D. magna disponivel para a realizacdo do ensaio foi limitada, condicionando a escolha de
10 individuos com dimensdes idénticas para cada amostra. Devido as suas dimensdes reduzidas e
transparéncia, houve também alguma dificuldade na sua transferéncia, o que ndo permitiu garantir a
existéncia de 10 individuos saudaveis em cada amostra. Os valores do niumero de D. magna ao longo do
ensaio encontram-se na Tabela AlIV.10 do Anexo IV.
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Figura 4.29 - Evolucdo do nimero de D. magna ao longo do ensaio para concentracdes de 25% de agua
residual (as barras verticais representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).

A taxa de crescimento especifico com o valor mais elevado, ao fim de sete dias, foi obtido para a amostra
gue contém a Daphnia, Chlorella e Lemna, como se observa na Figura 4.30. Os valores da taxa de
crescimento especifico de D. magna, encontram-se na Tabela AlV.11 do Anexo IV.
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Figura 4.30 - Taxa de crescimento especifico da D. magna ao fim de 7 dias (as barras verticais
representam o desvio padréo dos triplicados das amostras).
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4.3.3.4 Amostra com 25% de agua residual e as espécies D. magna, L. minor e C. vulgaris

A Figura 4.31 mostra as taxas de crescimento especifico das amostras, com concentra¢édo de 25% de
agua residual e envolvendo as espécies L. minor, D. magna e C. vulgaris. Observa-se que, de entre as
trés espécies, a que teve a taxa de crescimento especifico mais elevada foi C. vulgaris (0,632 dial). D.
magna foi a espécie que apresentou a taxa de crescimento especifico mais reduzida (0,086 dial). Os
valores referentes a Figura 4.31 para as espécies L. minor, D. magna e C. vulgaris, encontram-se nas
Tabelas Alll.6, AIV.11 e All.9 dos Anexos lll, IV e Il respetivamente.

1,20
1,00

0,80

0,00 -

Lemna Daphnia Chlorella

Figura 4.31 - Taxas de crescimento especifico para a amostra com a concentracdo de 25% de agua
residual para as espécies L. minor, D. magna e C. vulgaris.

4.4 Concentragdo de fésforo total e azoto total das amostras no final dos ensaios e
respetivas eficiéncias de remocéo

4.4.1 Concentracédo de fosforo total e azoto total no 1° Ensaio

Na Tabela 4.7 encontram-se os valores obtidos para as concentragcfes de fésforo total e azoto total no final
do 1° ensaio. Analisando a Tabela 4.7, observa-se que a concentracao de fésforo total, para as amostras
com as varias diluicdes de agua residual € menor para as amostras com L. minor, quando comparado com
as amostras com C. vulgaris, concluindo-se que para as varias diluicdes de agua residual h4 uma remocao
mais elevada de fosforo total por parte da L. minor.
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Tabela 4.7 - Valores obtidos para as concentra¢des de fosforo total e azoto total no final do 1° ensaio,
para varias concentragdes de agua residual.

P total N total

(mg P/) (mg N I)
Controlo Lemna 0,11 12,61
25% Lemna 0,06 5,60
50% Lemna 0,13 6,72
75% Lemna 0,15 6,72
100% Lemna 0,06 13,45
Controlo Chlorella 0,37 7,29
25% Chlorella 0,42 7,29
50% Chlorella 0,26 5,60
75% Chlorella 0,20 7,85
100% Chlorella 0,13 9,53

4.4.2 Eficiéncias de remocédo de fésforo total e azoto total no 1° Ensaio

Embora n&o se tenha realizado a determinagcdo da concentragcdo inicial de nutrientes nas amostras
utilizadas no 1° ensaio, é possivel estimar, de uma forma aproximada, a sua taxa de remoc¢éo para a
amostra que contém uma concentracdo de 100% de &agua residual. Nesse sentido usou-se a
caracterizacao inicial da agua residual tratada fornecida pela SIMARSUL (2019) na obtenc¢do de um valor
aproximado da taxa de remocéao do fosforo total e azoto total.

As amostras compostas por 100% de agua residual com L. minor e C. vulgaris, tém as eficiéncias de
remocéao de fésforo e azoto que se encontram na Tabela 4.8. No caso de L. minor foi removido cerca de
98% de fosforo e de 73% de azoto, e para a C. vulgaris foi removido cerca de 97% de fésforo e de 81%
de azoto.

No trabalho de Ozengin & Elmaci (2007), foi avaliado o uso de L. minor para remocéo de fosforo e azoto
de uma agua residual doméstica, tendo sido obtidas eficiéncias de remogédo de fosforo e azoto de 86,49%
e de 71,72%, respetivamente. Estas eficiéncias encontram-se dentro da ordem de grandeza dos valores
obtidos (Tabela 4.8).

Tabela 4.8 - Eficiéncias de remocao para a L. minor e C. vulgaris em 100% de agua residual.

P N
Eficiéncia de remocéao (%), 98 73
para a L. minor
Eficiéncia de remocéo (%), 97 81
para a C. vulgaris
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4.4.3 Concentracao de fosforo total e azoto total no 2° Ensaio

Na Tabela 4.9 encontram-se os valores obtidos paras as concentracdes de fosforo total e azoto total no
final do 2° ensaio para concentracdes de 12,5% e 25% de agua residual. Observa-se que as amostras sO
com L. minor sdo as que demonstram maior eficiéncia na remocao de fésforo e azoto. O valor minimo da
concentracao de fésforo (0,02 mg/l) é obtido para amostras com L. minor e uma concentracao de 25% de
agua residual, enquanto que a concentracdo minima de azoto (1,12 mg/l) corresponde a uma amostra de
L. minor e concentracédo de 12,5% de agua residual.

Tabela 4.9 - Valores obtidos para as concentracdes de fosforo total e azoto total no final do 2° ensaio.

P total N total
(mg P /l) (mg N /I)

Controlo Chlorella 0,41 12,61
12,5% Chlorella 0,70 1,68
25% Chlorella 0,37 2,24
Controlo Lemna 0,69 1,12
12,5% Lemna 0,03 1,12
25% Lemna 0,02 1,68
25% Daphnia 0,07 8,41
25% Daphnia+Lemna 0,06 2,80
25% Daphnia+Chlorella 0,32 3,36
25% Daphnia+Lemna+Chlorella 0,33 3,36

4.4.4 Eficiéncias de remoc¢édo de fésforo total e azoto total no 2° Ensaio

No 2° ensaio, por lapso, ndo foram efetuadas as determinagfes das concentragdes iniciais de fosforo
total e azoto total e, como nenhuma das amostras possuia uma concentracdo de 100% de 4gua residual,
ndo foi possivel fazer uma estimativa da sua taxa de remocao. Com efeito, se se tivesse determinado a
concentracao de fésforo e azoto no final do ensaio para amostras com uma concentracdo de 100% de
agua residual, teria sido possivel estimar a remocao de azoto e fésforo através dos dados da
caracterizacgao inicial da 4gua residual, fornecidos pela SIMARSUL (2019).

4.5 Discusséo integrada dos resultados

Na Figura 4.32 encontram-se as taxas de crescimento especifico da C. vulgaris e L. minor (em termos do
namero de frondes) no 1° ensaio, para varias concentracdes de agua residual.

Quando se compara a evolucdo das taxas de crescimento especifico, em termos do aumento da
concentracdo da agua residual nas amostras, observa-se uma evolugdo oposta para as duas espécies. A
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taxa de crescimento especifico de C. vulgaris aumenta com o aumento da concentragao da agua residual,
enguanto que no caso da L. minor, em termos do nimero de frondes, o que se verifica, também, para a
area foliar, a taxa de crescimento especifico diminui. Pode-se assim concluir que a agua residual utilizada
€ adequada para o crescimento da C. vulgaris e téxica para a L. minor. Embora usando agua residual
diferente, os resultados obtidos para a L. minor estdo de acordo com os referidos no trabalho de
Zaltauskaité et al. (2014), em que a agua residual tratada inibiu o crescimento da L. minor. Foi também
reportado que morreram as plantas expostas a concentra¢ges mais elevadas de agua residual tratada (50-
100%). No trabalho de Onay (2018), os resultados foram diferentes dos obtidos para as taxas de
crescimento especifico de C. vulgaris, o que podera ser justificado, pelas condi¢cdes experimentais e agua
residual ndo serem as mesmas. Com efeito, a intensidade luminosa indicada foi aproximadamente o dobro
da utilizada no ambito desta tese e a dgua residual utilizada, era proveniente da cidade de Van na Turquia,
tendo sidoi autoclavada e diluida com o meio de cultura Bold Basal modificado.

Na Figura 4.33 encontram-se as taxas de crescimento especifico da C. vulgaris e L. minor (em termos do
ndmero de frondes) no 2° ensaio, para as amostras de controlo, 12,5% e 25% de agua residual. Verifica-
se, como anteriormente, que a taxa de crescimento especifico das amostras com a espécie L. minor,
diminui com o aumento da concentracdo da agua residual.
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Figura 4.32 - Taxas de crescimento especifico de C. vulgaris e L. minor (em termos do nimero de
frondes) no 1° ensaio para varias concentra¢cfes de 4gua residual.

Ja para a C. vulgaris ha um aumento da taxa de crescimento especifico, com 0 aumento da concentracdo
de agua residual até 12,5%, seguida de uma ligeira descida, quando a concentracéo de agua residual sobe
para 25%, embora pouco significativa. Nao foi apresentada a figura das taxas de crescimento especifico
de C. vulgaris e da L. minor (em termos da area foliar) no 2° ensaio por ser idéntica a Figura 4.33.
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Figura 4.33 - Taxas de crescimento especifico da C. vulgaris e L. minor (em termos do nimero de
frondes) no 2° ensaio, para as amostras de controlo e concentracdes de 12,5% e 25% de agua residual.

Na Figura 4.34 observa-se, para a amostra de controlo, a taxa de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio
para a C. vulgaris. No 2° ensaio a taxa de crescimento especifico foi inferior, 0 que podera ser explicado
em termos das diferentes condi¢cdes experimentais, entre os dois ensaios. Nomeadamente, o valor da
temperatura para o 1° e 2° ensaio foi aproximadamente 24 °C e 21 °C, respetivamente. Os resultados
obtidos para a taxa de crescimento estdo de acordo como as conclusdes de Singh & Singh (2015), que
indicaram que 25 °C seria a temperatura 6tima para o crescimento de microalgas do género Chlorella.

B 12 Ensaio

M 292 Ensaio

Figura 4.34 - Taxa de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio para a C. vulgaris nas amostras de
controlo.

77



Na Figura 4.35 observam-se as taxas de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio para a C. vulgaris na
amostra com a concentragdo de 25% de agua residual. No 2° ensaio, a taxa de crescimento especifico foi
superior, o que podera ser explicado em termos das diferengas de temperatura para os dois ensaios e ao
facto de se ter utilizado uma agua residual com caracteristicas diferentes, como se pode observar na tabela
AVI.1 do Anexo VI. No 1° e 2° ensaio, os valores de concentracdo de foésforo e azoto na agua residual
foram 8,7 mg P/, 44 mg N/l e 1,8 mg P/, 17 mg N/|, respetivamente. Por sua vez o valor do racio N:P para
0 1° e 2° ensaio foram 11 e 21, respetivamente.

Nas Figuras 4.36 e 4.37, observam-se as taxas de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio, para a L.
minor em termos da area foliar e do numero de frondes, para as amostras com a concentracao de 25% de
agua residual. Embora as condi¢bes experimentais e 4gua residual utilizada no 1° e 2° ensaio ndo sejam
exatamente as mesmas, pode-se observar na Figura 4.36, que a taxas de crescimento especifico, relativas
a éarea foliar, sdo idénticas, o que ndo acontece para a taxas de crescimento especifico em termos do
ndmero de frondes.
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Figura 4.35 - Taxa de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio para a C. vulgaris nas amostras com a
concentracao de 25% de agua residual.
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Figura 4.36 - Taxa de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio para a L. minor em termos da &rea foliar,
nas amostras com a concentracéo de 25% de agua residual.
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Figura 4.37 - Taxa de crescimento especifico no 1° e 2° ensaio para a L. minor em termos do nimero de
frondes, nas amostras com a concentracdo de 25% de agua residual.
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Comparando a amostra s6 com C. vulgaris com as amostras com C. vulgaris e D. magna e D. magna, L.
minor e C. vulgaris, para a concentracdo de agua residual de 25% (Figura 4.27), observa-se que a D.
magna nao afetou significativamente as taxas de crescimento especifico de C. vulgaris. Tendo em
consideracdo que, a presenca da Daphnia magna pode afetar o crescimento das microalgas (Long et al.,
2007; Lass & Spaak 2003), seria espetavel que para as amostras, com a concentracdo de 25% de agua
residual, de Daphnia+Chlorella e Daphnia+Lemna+Chlorella, a taxa de crescimento especifico da Chlorella
vulgaris (Figura 4.27) fosse menor, quando comparada com a amostra s6 com esta espécie (25% de agua
residual com C. vulgaris). Para a taxa de crescimento especifico da L. minor, em termos do nimero de
frondes (Figura 4.21) e da area foliar (Figura 4.24), comparando as amostras, com a concentracdo de 25%
de agua residual, de Lemna, Daphnia+Lemna e Daphnia+Lemna+Chlorella, observa-se que nas amostras
onde a D. magna se encontra presente, a taxa de crescimento especifico foi mais alta do que na amostra,
s6 com Lemna. Na preparagdo do 2° ensaio laboratorial, foi dificil garantir que as amostras com D. magna
tivessem 10 individuos idénticos e saudaveis, o que podera explicar os resultados obtidos.
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5. Conclusdes e perspetivas de trabalho futuro

No ambito deste trabalho, analisou-se o crescimento de duas espécies de produtores primarios, a planta
Lemna minor e a microalga Chlorella vulgaris, numa agua residual proveniente da ETAR da Quinta do
Conde. Para além das espécies mencionadas utilizou-se, também, um microcrustaceo herbivoro Daphnia
magna, com o objetivo de avaliar a sua interagdo com L. minor e C. vulgaris.

A selecao da ETAR foi efetuada, com base num sistema de classificacdo, desenvolvido durante este
estudo. A escolha da ETAR recaiu na ETAR da Quinta do Conde, que possui um efluente com as
caracteristicas mais apropriadas para a realizacao dos ensaios laboratoriais. A metodologia desenvolvida
podera ser muito Util para estudos posteriores.

Para além de um ensaio preliminar, foram realizados dois ensaios, durante um periodo de sete dias e em
condicdes pré-estabelecidas de temperatura e iluminagdo. No 1° ensaio determinaram-se as taxas de
crescimento especifico de L. minor e C. vulgaris, em amostras com concentracdes de agua residual de
25%, 50%, 75% e 100%. No 2° ensaio, além das espécies L. minor e C. vulgaris, também, se utilizou a
espécie D. magna. Neste ensaio, determinou-se a taxa de crescimento especifico de L. minor e C. vulgaris,
em amostras com concentracBes de agua residual de 12,5% e 25% e avaliou-se a interacdo entre D.
magna, L. minor e C. vulgaris, para uma concentragéo de agua residual de 25%. Durante os ensaios foi
medido o pH de todas as amostras.

No final do 1° ensaio verificou-se que, para L. minor, relativamente ao numero de frondes e area foliar, a
mais elevada taxa de crescimento especifico foi para a amostra de controlo, com valores de 0,205 dia? e
0,159 dial, respetivamente, e um pH de 5,4. Com o aumento da concentracdo de agua residual, houve
uma diminui¢o das taxas de crescimento especifico. Com &gua residual, a taxa de crescimento especifico
mais elevada ocorreu para o meio de cultura com menor concentracdo de agua residual, 25%, com pH de
9,5, sendo a taxa de crescimento especifico de 0,149 dial, para o nimero de frondes e de 0,151 dia?,
para a area foliar. O menor valor observado para a taxa de crescimento especifico, relativamente, ao
namero de frondes e area foliar, foi de -0,013 dia! e de -0,004 dia’l, respetivamente, obtido para o meio de
cultura, com a maior concentragao de agua residual, 100%, e um pH de 9,6.

Relativamente a C. vulgaris, de entre as taxas de crescimento especifico na fase exponencial para as
varias amostras, no 1° ensaio, a que teve o valor mais baixo foi a amostra de controlo, 0,364 dial, e um
pH de 7,2. Para esta espécie, verificou-se um aumento da taxa de crescimento especifico com 0 aumento
da concentragdo da agua residual. Assim, para a amostra com 100% de agua residual, obteve-se o valor
mais elevado da taxa de crescimento especifico, 0,930 diat, e um pH de 10,6.

No 1° ensaio, utilizando a caracterizacao inicial da 4gua residual tratada, fornecida pela SIMARSUL 2019,
foi possivel a obtencdo de um valor aproximado das eficiéncias de remocao de azoto e fésforo para L.
minor e C. vulgaris. No caso da L. minor foi removido 73% de azoto e 98% de fosforo, e para a C. vulgaris
foi removido 81% de azoto e 97%de fésforo.

Os resultados anteriores permitem concluir que a C. vulgaris se adaptou melhor ao meio com agua residual
€ possui uma maior eficiéncia de remocgéo de azoto que a L. minor. Contudo, a L. minor é mais eficiente
na remocdo de fdsforo. Estes resultados evidenciam algumas das vantagens da utilizacdo destes
organismos, relativamente a avaliagdo fisico-quimica, pois permitem ndo s6 remover elementos nocivos
como dao uma indicagdo mais correta do efeito que a agua residual ird ter no ecossistema.
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No final do 2° ensaio, a L. minor continua a ter a mais elevada taxa de crescimento especifico,
relativamente ao nimero de frondes e area foliar, para a amostra de controlo, 0,294 dia! e 0,320 dia™!
respetivamente, sendo o pH de 8,3. De entre as amostras com agua residual, aquelas que tiveram a maior
taxa de crescimento especifico foram as amostras com concentracéo de agua residual de 25%, com 0,249
dial, para o numero de frondes e 0,254 dia!, para a area foliar, sendo o pH de 9,8. Os valores mais baixos
obtidos para a taxa de crescimento especifico foram de 0,178 dia!, para o nimero de frondes e de 0,152
dial, para a area foliar para as amostras com uma concentracédo de agua residual de 12,5%, com o pH de
8.,8.

Relativamente ao 2° ensaio para C. vulgaris, a taxa de crescimento especifico mais baixa foi registada
para a amostra de controlo, 0,249 dial, com pH de 7,7. A maior taxa de crescimento especifico, para
amostras com agua residual, ocorreu para o meio de cultura com concentracao de agua residual de 12,5%,
0,661 diat, com pH de 9,7. O meio de cultura, com a concentracdo de agua residual de 25% teve uma
taxa de crescimento especifico de 0,610 dial, e um pH de 10,1.

Estes resultados, ao serem comparados com os do 1° ensaio, permitem evidenciar as altera¢cdes nas
caracteristicas da agua residual, que poderdo estar na origem das diferencas observadas nas taxas de
crescimento especifico. Uma monitorizacéo regular da agua residual sera, pois essencial.

Foi investigado o efeito da introducdo da D. magna, para uma concentragdo de agua residual de 25%, nas
taxas de crescimento especifico da C. vulgaris e da L. minor. Quando se compara a amostra s6 com C.
vulgaris, com as amostras com C. vulgaris+D. magna e D. magna+L. minor +C. vulgaris, observa-se que
a D. magna, néo levou a diferencas significativas entre as taxas de crescimento especifico das amostras.
Para o caso da taxa de crescimento especifico da L. minor, em termos do numero de frondes e da area
foliar, quando foram comparadas as amostras de L. minor, D. magna+L. minor e D. magna+ L. minor +C.
vulgaris, observou-se que nas amostras onde a D. magna se encontra presente, a taxa de crescimento
especifico foi mais alta, do que na amostra s6 com L. minor. Por sua vez, a taxa de crescimento especifico
para o numero de frondes da amostra com D. magna+L. minor, € menor que a da amostra com D. magna+
L. minor +C. vulgaris. Ja no caso da taxa de crescimento especifico para a area foliar, a amostra D.
magna+L. minor tem uma taxa de crescimento especifico superior a da amostra D. magna+ L. minor +C.
vulgaris.

A taxa de crescimento especifico mais elevada para a D. magna foi a da amostra que contém a C. vulgaris
+ L. minor, com o valor de 0,086 dial, para um valor de pH de 10,1. A que teve o valor mais baixo para a
taxa de crescimento especifico foi para a amostra com C. vulgaris, -0,009 diat, com o valor de pH de 9,8.

Os resultados anteriores permitem evidenciar a necessidade de mais estudos envolvendo a espécie D.
magna, em conjunto com a L. minor e a C. vulgaris, quer utilizando outras concentragdes de agua residual
ou aperfeicoando as técnicas de caracterizagao experimental.

No seguimento do trabalho desenvolvido no ambito desta tese ha diversos aspetos que poderdo ser
explorados de forma a complementar e melhorar os estudos realizados. Alguns dos trabalhos futuros
propostos séo:

1. Estudar a eficiéncia de remocéao de nutrientes no efluente tratado da ETAR da Quinta do Conde, tendo
em consideracao que 0s ensaios realizados com C. vulgaris apresentaram um crescimento significativo
desta microalga, para uma concentracdo de 100% de efluente tratado.
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2. Averiguar a viabilidade da producdo de biomassa algal, através de um sistema piloto, testando a
viabilidade da sua aplicacdo no campo.

3. Determinar as eficiéncias de remocao de nutrientes em amostras com as espécies D. magna, L. minor
e C. vulgaris e avaliar como a interacao entre elas afeta as taxas de remocéao.

4. Validar o sistema de classificacdo desenvolvido para a escolha da ETAR, que devera possuir o efluente
com as caracteristicas mais apropriadas ao crescimento de uma das espécies (C. vulgaris ou L. minor).
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7. ANEXOS

7.1 Anexo | - Diagrama Linear esquematizado do tratamento da fase liquida e da fase
sélida na ETAR da Quinta do Conde
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7.2 Anexo Il — Tabelas de valores da reta de calibracédo, clorofila a, taxa de crescimento
especifico e desvio padrao da Chlorella vulgaris

Tabela All.1 - Valores da reta de calibracdo,

Clorofila a | Absorvéncia
(ng/l) (683 nm)
55 0,036
99 0,042
110 0,060
112 0,078
141 0,081
198 0,116
226 0,104
239 0,129
323 0,151
358 0,152
399 0,165
468 0,202
479 0,196

Tabela All.2 - Valores da concentragéo de clorofila a (ug/l) ao longo do tempo no 1° ensaio (7dias)

(% - Concentracéo de agua residual)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7

1) Controlo | 59,828 | 136,347 | 262,999 | 360,626 | 405,482 | 1627,145 434,506 410,759

2) Controlo | 62,467 | 131,070 | 231,336 | 323,686 | 384,373 | 394,928 408,121 416,036

3) Controlo | 59,828 | 123,154 | 226,059 | 278,830 | 352,710 392,289 360,626 355,349

1) 100% 125,792 | 381,735 | 790,715 | 780,161 | 693,087 347,433 674,617 809,185

2) 100% 136,347 | 429,229 | 883,065 | 825,016 | 764,329 | 632,400 835,571 | 1065,127

3) 100% 123,154 | 400,205 | 793,353 | 793,353 | 706,280 | 658,786 624,484 869,872

1) 75% 109,961 | 352,710 | 666,702 | 600,737 | 537,411 606,014 579,628 648,231

2) 75% 123,154 | 305,216 | 679,894 | 598,098 | 534,773 | 476,724 503,110 526,857

3) 75% 123,154 | 452,976 | 788,076 | 716,835 | 640,316 | 455,615 645,593 943,753

1) 50% 96,768 | 315,770 | 487,278 | 516,302 | 482,001 600,737 795,992 949,030

2) 50% 99,407 | 310,493 | 532,134 | 463,531 | 434,506 613,930 819,739 930,560

3) 50% 107,322 | 347,433 | 587,544 | 516,302 | 547,965 | 592,821 835,571 967,500

1) 25% 67,744 | 334,240 | 627,123 | 859,318 | 1215526 | 1584,928 | 1801,291 | 1891,003

2) 25% 83,575 | 313,132 | 526,857 | 656,147 | 817,101 | 1220,804 | 2025,571 | 1226,081

3) 25% 80,937 | 342,156 | 526,857 | 653,509 | 872,511 | 1231,358 | 1368,564 | 1526,879
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Tabela All.3 - Valores do desvio padrdo da concentracdo de clorofila a (pug/l) ao longo no tempo no 1°
ensaio (7dias)

(% - Concentracao de agua residual)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
Controlo 1,5234 | 6,6403 | 19,9790 | 40,9618 | 26,5611 | 712,1839 37,4393 33,6182
100% 6,9810 | 23,9419 | 52,5734 | 23,0530 | 37,9014 | 172,6474 | 110,2851 | 133,7373
75% 7,6169 | 75,4345 | 66,5948 | 67,8035 | 60,1882 | 81,4263 71,3068 | 214,4243
50% 54926 | 16,3128 | 41,0090 | 24,8768 | 46,5236 8,7069 16,2653 15,0807
25% 8,4819 | 15,0036 | 57,8886 |118,0697 |215,8213| 207,2476 | 333,9690 | 332,9634

Tabela All.4 - Valores médios da concentragdo de clorofila a (ug/l) ao longo do tempo no 1° ensaio

(% - Concentracao de 4gua residual)

(7dias)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
Controlo 61 130 240 321 381 805 401 394
100% 128 404 822 800 721 546 712 915
75% 119 370 712 639 571 513 576 706
50% 101 325 536 499 488 602 817 949
25% 77 330 560 723 968 1346 1732 1548

Tabela All.5 - Taxa de crescimento especifico da C. vulgaris e desvio padrdo no 1° ensaio.

(% - Concentracéo de agua residual)

Taxa de
crescimento
Amostras especifico Desvio
(C. vulgaris) (d1) padrdo
Controlo 0,356 0,013
100% 0,930 0,008
75% 0,896 0,037
50% 0,834 0,022
25% 0,451 0,037
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Tabela All.6 - Valores da concentracdo de clorofila a (ug/l) ao longo do tempo no 2° ensaio (7dias)

(C- Chilorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
1) Controlo C | 109,961 | 141,624 | 204,950 | 276,192 | 342,156 | 439,784 | 529,495 | 606,014
2) Controlo C | 99,407 | 157,455 | 210,227 | 281,469 | 342,156 | 460,892 | 489,917 | 611,291
3) Controlo C | 107,322 | 144,263 | 194,396 | 281,469 | 326,325 | 421,314 | 482,001 | 606,014
1)12,5% C 99,407 | 305,216 | 671,979 |1117,899 | 1360,648 | 1606,036 | 1769,628 | 1938,498
2)125% C | 107,322 | 265,637 | 592,821 |1041,380|1257,744 |1529,518 | 1656,169 | 1832,954
3)12,5% C 99,407 | 265,637 | 540,050 |1038,741|1273,575|1537,433|1672,001 | 1912,112
1) 25% C 146,901 | 323,686 | 669,340 |[1152,200 | 1344,817 | 1714,218 | 1906,835 | 2096,812
2) 25% C 128,431 | 321,047 | 671,979 [1170,671 |1516,325|1827,677 | 1978,076 | 2083,620
4) 25% C 125,792 | 371,180 | 745,859 [1173,309 | 1455,637 | 1751,158 | 1983,353 | 2186,524
1) 25% D+C | 152,178 | 173,287 | 416,036 | 701,003 | 809,185 | 830,294 | 991,247 |1001,801
2) 25% D+C | 131,070 | 270,914 | 645,593 |1104,706 | 1249,828 | 1236,635 | 1278,852 | 1431,890
3) 25% D+C | 138,985 | 276,192 | 518,941 | 872,511 | 993,886 |1067,766 | 1049,296 | 1020,271
0,
é)j_ié 120,515 | 154,817 | 350,072 | 524,218 | 730,027 | 790,715 | 774,883 | 846,125
0,
2D)+?_ié 131,070 | 268,276 | 582,267 |1102,067 | 1503,132|1679,917 | 1664,085 | 1766,990
0,
?[,))j_ié 123,154 | 178,564 | 326,325 | 603,376 | 846,125 | 830,294 | 901,535 | 941,114

Tabela All.7 - Valores do desvio padrdo da concentracdo de clorofila a (ug/l) ao longo do tempo no 2°

ensaio (7dias)

(C- Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentra¢do de agua residual)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
Controlo C 54926 | 8,4819 | 8,0610 | 3,0468 | 9,1403 | 19,8040 | 25,4456 | 3,0468
125% C 4,5702 | 22,8508 | 66,4028 | 44,9592 | 55,4102 | 42,0796 | 61,4474 | 54,9264
25% C 11,5013 | 28,2135 | 43,4365 | 11,5013 | 86,9665 | 57,8686 | 42,7363 | 55,9935
25%D+C | 10,6637 | 47,3150 | 93,8831 |165,4306 | 180,6738 | 166,6744 | 124,1785 | 198,5356
25% D+L+C | 5,4926 | 59,8402 |141,4125|313,2808 | 416,8986 | 502,3454 | 481,0064 | 506,4724
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Tabela All.8 - Valores médios da concentragédo de clorofila a (ug/l) ao longo do tempo no 2° ensaio

(7dias)

(C- Chilorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Tempo(dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
Controlo C 106 148 203 280 337 441 500 608
12,5% C 102 279 602 1066 1297 1558 1699 1895
25% C 134 339 696 1165 1439 1764 1956 2122
25% D+ C 141 240 527 893 1018 1045 1106 1151
25% D+L+C 125 201 420 743 1026 1100 1114 1185

Tabela All.9 - Taxa de crescimento especifico da C. vulgaris e desvio padrdo no 2° ensaio.

(C- Chilorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentragdo de agua residual)

Taxa de
crescimento

Amostras especifico Desvio
(C. vulgaris) (dh) padréo
Controlo C 0,248 0,003
12,5% C 0,773 0,022
25% C 0,716 0,027
25% D + C 0,654 0,147
25% D+L+C 0,731 0,113
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7.3 Anexo lll — Tabelas de valores para o numero de frondes e area foliar inicial e final,

e respetivos yields e taxas de crescimento especifico da Lemna minor

de crescimento especifico no ensaio preliminar.

(L- Lemna; % - Concentracdo de agua residual)

Tabela Alll.1 - Valores para o niumero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos yields e taxas

Taxa de crescimento

Inicio Fim Yield especifico (d1)
N° Frondes 12 40 28 0,171996
1) Controlo L Area foliar 0,349 0,62 0,271 0,082093
N° Frondes 12 35 23 0,15292
2) Controlo L Area foliar 0,477 0,778 0,301 0,069887
N° Frondes 12 52 40 0,209477
3) Controlo L Area foliar 0,418 1,122 0,704 0,141055
N° Frondes 18 12 -6 -0,05792
1) 50% L Area foliar 0,386 0,433 0,047 0,016414
N° Frondes 17 17 0 0
2) 50% L Area foliar 0,459 0,482 0,023 0,006985
N° Frondes 15 18 3 0,026046
3) 50% L Area foliar 0,483 0,394 -0,089 -0,0291
N° Frondes 12 16 4 0,041097
4) 50% L Area foliar 0,399 0,669 0,27 0,073832
N° Frondes 12 27 15 0,115847
5) 50% L Area foliar 0,465 0,776 0,311 0,073159
N° Frondes 12 19 7 0,065647
Area foliar 0,434 0,541 0,107 0,031482
6) 50% L Area foliar 0,49 0,739 0,249 0,058699
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Tabela Alll.1 (continuacgao) - Valores para o numero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos

yields e taxas de crescimento especifico no ensaio preliminar.

(L- Lemna; % - Concentracdo de agua residual)

Taxa de
crescimento

Inicio Fim Yield especifico (d1)
N° Frondes 17 19 2 0,015889
1) 75% L Area foliar 0,495 0,733 0,238 0,056084
N° Frondes 14 16 2 0,019076
2) 75% L Area foliar 0,338 0,556 0,218 0,071103
N° Frondes 12 12 0 0
3) 75% L Area foliar 0,361 0,493 0,132 0,044519
N° Frondes 17 15 -2 -0,01788
4) 75% L Area foliar 0,424 0,584 0,16 0,045738
N° Frondes 22 14 -8 -0,06457
5) 75% L Area foliar 0,66 0,608 -0,052 -0,01172
N° Frondes 12 5 -7 -0,12507
6) 75% L Area foliar 0,331 0,275 -0,056 -0,02648
N° Frondes 15 10 -5 -0,05792
1) 100% L Area foliar 0,449 0,397 -0,052 -0,01758
N° Frondes 15 12 -3 -0,03188
2) 100% L Area foliar 0,63 0,759 0,129 0,026612
N° Frondes 13 15 2 0,020443
3) 100% L Area foliar 0,491 0,758 0,267 0,062034
N° Frondes 12 14 2 0,022022
4) 100% L Area foliar 0,502 0,635 0,133 0,033575
N° Frondes 14 14 0 0
5) 100% L Area foliar 0,438 0,562 0,124 0,035612
N° Frondes 15 20 5 0,041097
6) 100% L Area foliar 0,49 0,739 0,249 0,058699
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Tabela Alll.2 - Taxa de crescimento especifico média do nimero de frondes, da area foliar e respectivo
desvio padrao, para o ensaio preliminar.

(L — Lemna; % - Concentracdo de agua residual)

Taxa de crescimento
especifico (n° de frondes)

Taxa de crescimento
especifico (area foliar)

(d1) Desvio padrdo (d) Desvio padrdo
Controlo L 0,178 0,029 0,098 0,038
50% L 0,032 0,059 0,029 0,040
75% L 0 0,056 0 0,039
100% L -0,029 0,037 0,030 0,029

Tabela Alll.3 - Valores para o nimero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos yields e taxas
de crescimento especifico no 1° ensaio.

(L- Lemna; % - Concentracao de 4gua residual)

Taxa de
crescimento
Inicio 1°Ensaio Final 1° Ensaio Yield especifico (d1)
N° Frondes 12 45 33 0,188822
1) Controlo L | Area foliar 0,34 0,976 0,636 0,150645
N° Frondes 12 50 38 0,203874
2) Controlo L | Area foliar 0,42 1,241 0,821 0,154774
N° Frondes 12 57 45 0,222592
3) Controlo L | Area foliar 0,334 1,119 0,785 0,172721
N° Frondes 12 11 -1 -0,01243
1) 100% L Area foliar 0,336 0,375 0,039 0,015688
N° Frondes 12 12 0 0
2) 100% L Area foliar 0,33 0,366 0,036 0,014792
N° Frondes 12 10 -2 -0,02605
3) 100% L Area foliar 0,337 0,248 -0,089 -0,04381
N° Frondes 12 8 -4 -0,05792
1) 75% L Area foliar 0,311 0,189 -0,122 -0,07115
N° Frondes 12 23 11 0,092941
2) 75% L Area foliar 0,383 0,768 0,385 0,099394
N° Frondes 12 9 -3 -0,0411
3) 75% L Area foliar 0,385 0,339 -0,046 -0,01818
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Tabela Alll.3 (continuacao) - Valores para o numero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos
yields e taxas de crescimento especifico no 1° ensaio.

(L- Lemna; % - Concentracao de agua residual)

Taxg de
crescimento
Inicio 1°Ensaio Final 1° Ensaio Yield especifico (d1)

1) 50% L N° Frondes 12 26 14 0,110456
Area foliar 0,263 0,55 0,287 0,105395

2) 50% L N° Frondes 12 17 5 0,049758
Area foliar 0,336 0,564 0,228 0,073992

3) 50% L N° Frondes 12 23 11 0,092941
Area foliar 0,382 0,964 0,582 0,132239

1) 25% L N° Frondes 12 53 41 0,212198
Area foliar 0,316 1,409 1,093 0,213556

2) 25% L N° Frondes 16 37 21 0,119761
Area foliar 0,386 0,819 0,433 0,107464

3) 25% L N° Frondes 12 27 15 0,115847
Area foliar 0,254 0,648 0,394 0,133794

Tabela Alll.4 - Taxa de crescimento especifico média do nimero de frondes, da area foliar e respectivo
desvio padréo, para o 1° ensaio.

(L — Lemna; % - Concentragdo de agua residual)

Taxa de crescimento
especifico (n° de frondes)

Taxa de crescimento
especifico (area foliar)

(dh Desvio padrao (dh) Desvio padrao
Controlo L 0,205 0,017 0,159 0,012
25% L 0,149 0,054 0,152 0,055
50% L 0,084 0,031 0,104 0,029
75% L -0,002 0,082 0,003 0,087
100% L -0,013 0,013 -0,004 0,034
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Tabela Alll5 - Valores para o numero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos yields e taxas

de crescimento especifico no 2° ensaio.

(C- Chilorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentragao de agua residual)

Taxa de
crescimento

Inicio 2°Ensaio Final 2° Ensaio Yield especifico (d1)

1) Controlo L | Ne Frondes 12 79 67 0,269220172
Area foliar 0,363 3,086 2,723 0,305746886

2) Controlo L | Ne° Frondes 12 105 93 0,309864814
Area foliar 0,412 4,34 3,928 0,336372325

3) Controlo L | N° Frondes 12 100 88 0,302894791
Area foliar 0,364 3,343 2,979 0,316781431

1) 12,5% L | N° Frondes 12 81 69 0,272791786
Area foliar 0,342 2,462 2,12 0,281988367

2)125% L | N°Frondes 12 71 59 0,253967604
Area foliar 0,334 2,14 1,806 0,265345731

3)12,5% L | Ne° Frondes 12 56 44 0,220063577
Area foliar 0,386 1,731 1,345 0,214373884

1) 25% L N° Frondes 12 44 32 0,185611855
Area foliar 0,383 1,178 0,795 0,160505482

2) 25% L N° Frondes 12 37 25 0,160858752
Area foliar 0,436 1,081 0,645 0,129714225

3) 25% L N° Frondes 12 45 33 0,188822263
Area foliar 0,398 1,263 0,865 0,164970445
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Tabela Alll.5 (continuacao) - Valores para o numero de frondes e area foliar inicial e final, e respetivos
yields e taxas de crescimento especifico no 2° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Taxa de

crescimento

Inicio 2°Ensaio | Final 2° Ensaio Yield especifico (d1)
1) 25% D+L N° Frondes 12 62 50 0,234603962
Area foliar 0,437 2,127 1,69 0,226076374
2) 25% D+L | No Frondes 12 43 31 0,182327638
Area foliar 0,421 1,166 0,745 0,14552879
3) 25% D+L N° Frondes 12 46 34 0,191962107
Area foliar 0,418 1,387 0,969 0,171345284
1) 25% D+L+C | N° Frondes 12 61 49 0,232281031
Area foliar 0,424 1,366 0,942 0,167129798
2) 25% D+L+C | Ne Frondes 12 48 36 0,198042052
Area foliar 0,393 1,098 0,705 0,146776573
3) 25% D+L+C | N° Frondes 12 72 60 0,255965638
Area foliar 0,493 1,659 1,166 0,173351588

Tabela Alll.6 - Taxa de crescimento especifico média do numero de frondes, da area foliar e respectivo
desvio padrao, para o 2° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Taxa de crescimento
especifico (n° de frondes)

Taxa de crescimento
especifico (area foliar)

(d) Desvio padrao (dY) Desvio padrao
Controlo L 0,294 0,021 0,320 0,015
12,5% L 0,249 0,027 0,254 0,035
25% L 0,178 0,015 0,152 0,019
25% D+L 0,203 0,028 0,181 0,041
25% D+L+C 0,229 0,029 0,162 0,014
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7.4 Anexo IV — Tabelas de valores para a temperatura, pH, absorvéncia, n° de
e taxas de crescimento especifico da Daphnia

Tabela AIV.1 - Variagcdo da temperatura ao fim de 7 dias para o ensaio preliminar.

Daphnia

15/72019 | 16/7/2019 | 17/7/2019 | 18/7/2019 | 19/7/2019 | 20/7/2019 | 21/7/2019

22/7/2019

24,9 oC 23,4 °C 24,3 °C 23,1°C 23 °C 23,6 °C 23,9 °C

24,3 °C

Tabela AIV.2 - Valores médios obtidos para o pH da L. minor no ensaio preliminar.

(L- Lemna; % - Concentracao de 4gua residual)

Tempo 0 3 7
(dias)

Controlo L 7,4 5,7 55
50% L 7,6 8,6 10,2
75% L 7,6 8,6 10,3
100% L 7,7 8,6 9,7

Tabela AIV.3 - Variacdo da temperatura ao fim de 7 dias para o 1° ensaio.

4/10/2019 | 5/10/2019| 6/10/2019| 7/10/2019 | 8/10/2019| 9/10/2019 | 10/10/2019

11/10/2019

24,4 °oC 25°C 24,9 oC 24,5 °C 24,8 °C 24 oC 23,6 °C

23,9 °C

Tabela AlV.4 - Valores médios obtidos para o pH da L. minor no 1° ensaio.

(L- Lemna; % - Concentracdo de agua residual)

Tempo 0 4 7
(dias)

Controlo L 7,5 52 54
25% L 7.4 10,3 9,5
50% L 7,5 10,0 9,9
75% L 7,6 9,8 9,9
100% L 7,5 9,5 9,6
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Tabela AIV.5 - Valores médios obtidos para o pH da C. vulgaris no 1° ensaio.

(C— Chilorella vulgaris; % - Concentracdo de agua residual)

Tempo 0 3 4,5 7
(dias)

Controlo C 7.4 8,8 8,0 7,2
25% C 8,0 10,3 10,2 10,0
50% C 7,9 10,2 10,5 10,3
75% C 8,0 10,0 10,1 10,4
100% C 7,9 7,1 10,1 10,6

Tabela AIV.6 - Valores médios obtidos para as absorvéncias no 1° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; % - Concentracao de agua residual)

Tempo 0 1 2 3 4 5 6 7
(dias)
Controlo
c 0,041 0,068 0,109 0,140 0,163 0,323 0,170 0,168
25% C
0,048 0,143 0,231 0,292 0,385 0,528 0,675 0,605
50% C
0,057 0,141 0,221 0,207 0,203 0,247 0,328 0,378
75% C
0,063 0,159 0,288 0,260 0,235 0,213 0,237 0,286
100% C
0,067 0,171 0,330 0,321 0,292 0,225 0,288 0,365

Tabela AIV.7 - Variacdo da temperatura ao fim de 7 dias para o 2° ensaio.

8/11/2019

9/11/2019

10/11/2019

11/11/2019

12/11/2019

13/11/2019

14/11/2019

15/11/2019

22,5°C

21,3°C

21,4 °C

21,3°C

21,1°C

21,3°C

21,2 °C

20,04 oC
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Tabela AIV.8 - Valores médios obtidos para o pH no 2° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Tempo 0 3 5 7
(dias)

Controlo L 5,3 57 6,8 8,3
12,5% L 7.4 8,1 9,0 8,8
25% L 7,4 8,2 9,1 9,8
Controlo C 6,1 7,1 7,2 7,7
12,5% C 7,4 9,9 9,5 9,7
25% C 7,4 10,2 9,8 10,1
25% D 7,4 8,4 8,4 8,8
25% D+C 7,4 10,1 9,7 9,8
25% D+ L 7,4 8,5 9,2 9,8
25% D+L+C 7,4 10,1 9,8 10,1

Tabela AIV.9 - Valores médios obtidos para as absorvéncias no 2° ensaio.

(C— Chilorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de 4gua residual)

Tempo (dias) 0 1 2 3 4 5 6 7

Controlo C 0,058 | 0,074 0,095 |0,124 |0,146 |0,185 | 0,208 | 0,249
15% C 0,057 |0,124 |0,246 |0,422 |0510 |0,609 | 0,662 | 0,736
25% C 0,069 |0,147 0,282 |0,460 |O0,564 |0,687 |0,760 | 0,823
25% D+C 0,072 |0,109 |0,218 |0,357 |0,404 |0,414 |0,438 | 0,455
25% D+ +C 0,066 |0,094 |0,177 |0300 |O0,407 |0,435 |0,440 | 0,467
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(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Tabela AIV.10 - Numero de Daphnia

Data 8/11/2019 13/11/2019 15/11/2019
Tempo (dias) 0 5 7
Controlo D 10 0 0
Controlo D 10 16 25
Controlo D 10 18 22
Média 10 11 16
25% D+C 12 10 12
25% D+C 10 6 6
25% D+C 10 7 12
Média 11 8 10
25% D+L 10 5 11
25% D+L 10 6 14
25% D+L 10 3 4
Média 10 5 10
25% D+L+C 10 13 31
25% D+L+C 10 1 4
25% D+L+C 10 14 19
Média 10 9 18

Tabela AIV.11 - Taxa de crescimento especifico de Daphnia e desvio padrao.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de 4gua residual)

Taxa de

crescimento
especifico Desvio
Amostras (dh) padrdo
25% D 0,066 0,262
25% D+C -0,009 0,053
25% D+L -0,005 0,097
25% D+L+C 0,086 0,156
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7.5 Anexo V — Tabela de valores para a concentracao de fosforo total e azoto total no

final do ensaio preliminar

Tabela AV.1 - Valores obtidos para as concentragdes de fésforo total (P total) e azoto total (N total)

nas concentragfes de agua residual de 25%,50%,75% e 100%.

P total N total
(mg P/I) (mg N/I)
25% 0,25 17
50% 0,37 35
75% 0,54 -
100% 0,49 31
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7.6 Anexo VI — Tabela de valores para a caracterizacdo do efluente final (SIMARSUL

2019)

Tabela AVI.1 - Caracterizacéo do efluente final para os trés ensaios

P Total | N Total

Ensaio Dia pH (mg P/l) | (mg N/I)
Preliminar | 18/7/19 7,5 3,8 54
10 3/10/19 7.5 8,7 44
20 7/11/19 7.7 1,8 17
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para a Lemna minor no 1° ensaio.

(% - Concentracéo de agua residual)

7.7 Anexo VIl — Tabelas de valores obtidos no software R para o teste de Tukey

Diff Lwr Upr p adj
25%-100% 0,16209417 | 0,034683765 | 0,28950458 0,0125724
50%-100% 0,09721034 | -0,030200070 | 0,22462074 0,1637756
75%-100% 0,01079873 | -0,116611677 | 0,13820914 0,9984351
Controlo-100 | 0,21792142 | 0,090511010 | 0,34533182 0,0015834
50%-25% -0,06488383 | -0,192294242 | 0,06252657 0,4877496
75%-25% -0,15129544 | -0,278705849 | -0,02388504 | 0,0192386
Controlo-25% | 0,05582724 | -0,071583162 | 0,18323765 0,6173207
75%-50% -0,08641161 | -0,213822015 | 0,04099880 0,2435196
Controlo-50% | 0,12071108 | -0,006699328 | 0,24812149 0,0653765
Controlo-75% | 0,20712269 | 0,079712280 | 0,33453309 0,0023195

Lemna minor no 1° ensaio.

(% - Concentracéo de agua residual)

Diff Lwr Upr p adj
25%-100% 0,156047385 | 0,01997607 0,29211869 | 0,0236392
50%-100% 0,108317936 | -0,02775337 0,24438925 | 0,1395103
75%-100% 0,007798298 | -0,12827301 0,14386961 | 0,9996638
Controlo100% | 0,163823019 | 0,02775171 0,29989433 | 0,0177028
50%-25% -0,04772944 | -0,18380076 0,08834186 | 0,7755657
75%-25% -0,14824908 | -0,28432040 | -0,01217778 | 0,0316498
Controlo-25% | 0,007775634 | -0,12829568 0,14384694 | 0,9996676
75%-50% -0,10051964 | -0,23659095 0,03555167 | 0,1838784
Controlo-50% | 0,055505083 | -0,08056623 0,19157639 | 0,6735725
Controlo-75% | 0,156024721 | 0,01995341 0,29209603 0,0236592

Tabela AVII.1 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico do n° de frondes

Tabela AVII.2 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico da area foliar para a
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Tabela AVIL.3 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico da C. vulgaris no 1°
ensaio.

(% - Concentracéo de agua residual)

Diff Lwr Upr p adj
25%-100% -0,4792 -0,54978 -0,40862 0,0000
50%-100% -0,0961 -0,16668 -0,02552 0,0081
75%-100% -0,0338 -0,10438 0,036776 0,5420
Controlo-100% -0,57337 -0,64394 -0,50279 0,0000
50%-25% 0,3831 0,312524 0,453676 0,0000
75%-25% 0,4454 0,374824 0,515976 0,0000
Controlo-25% -0,09417 -0,16474 -0,02359 0,0092
75%-50% 0,0623 -0,00828 0,132876 0,0907
Controlo-50% -0,47727 -0,54784 -0,40669 0,0000
Controlo-75% -0,53957 -0,61014 -0,46899 0,0000

Tabela AVII.4 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico do n° de frondes
para a Lemna minor no 2° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de 4gua residual)

Diff Lwr upr p adj
25% D+L-12,5% L -0,04598 -0,11226 0,020312 0,227025
25% D+L+C-12,5% L -0,02018 -0,08647 0,04611 0,848845
25% L-12,5% L -0,07051 -0,1368 -0,00422 0,036108
Controlo-12,5% L 0,045052 -0,02124 0,11134 0,241946
25% D+L+C-25% D+L 0,025798 -0,04049 0,092086 0,707903
25% L-25% D+L -0,02453 -0,09082 0,041754 0,742091
Controlo-25% D+L 0,091029 0,024741 0,157317 0,00764
25% L-25% D+L+C -0,05033 -0,11662 0,015956 | 0,166696
Controlo-25% D+L+C 0,06523 -0,00106 0,131518 0,054245
Controlo-25% L 0,115562 0,049274 0,18185 0,001369
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Tabela AVIIL5 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico da area foliar para a
Lemna minor no 2° ensaio.

(C— Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentracdo de agua residual)

Diff Lwr upr p adj
25% D+L-12,5% L -0,07292 -0,14636 0,000525 0,051859
25% D+L+C-12,5% L -0,09148 -0,16493 -0,01804 0,014359
25% L-12,5% L -0,10217 -0,17562 -0,02873 0,007002
Controlo-12,5% L 0,065731 -0,00771 0,139175 0,085279
25% D+L+C-25 %D+L -0,01856 -0,09201 0,05488 0,914614
25% L-25% D+L -0,02925 -0,1027 0,044191 0,691254
Controlo-25% D+L 0,13865 0,065206 0,212094 0,000734
25% L-25% D+L+C -0,01069 -0,08413 0,062755 0,987637
Controlo-25% D+L+C 0,157214 0,08377 0,230658 0,000264
Controlo-25% L 0,167904 0,094459 0,241348 0,000152

Tabela AVII.6 - Resultados do teste de Tukey para a taxa de crescimento especifico da C. vulgaris no 2°

ensaio.

(C- Chlorella vulgaris; D- Daphnia magna; L- Lemna minor; % - Concentragdo de agua residual)

Diff Lwr upr p adj
25% C-12,5% C -0,05767 -0,28497 0,169637 0,913598
25% D+C-12,5% -0,119 -0,3463 0,108303 0,463019
25% D+L+C-12,5% C -0,042 -0,2693 0,185303 0,970538
Controlo-12,5% C -0,52533 -0,75264 -0,29803 0,000138
25% D+C-25% C -0,06133 -0,28864 0,16597 0,894996
25% D+L+C-25% C 0,015667 -0,21164 0,24297 0,999304
Controlo-25% C -0,46767 -0,69497 -0,24036 0,000366
25% D+L+C-25% D+C 0,077 -0,1503 0,304303 0,795603
Controlo-25% D+C -0,40633 -0,63364 -0,17903 0,001128
Controlo-25% D+L+C -0,48333 -0,71064 -0,25603 0,000279
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7.8 Anexo VIIlI — Script utilizado no software R para a analise estatistica

# Este codigo vai abrir uma janela para se escolher o ficheiro de trabalho
Testelf<- read.csv(file.choose(),header = TRUE, sep =",")

# Este codigo torna as variaveis acessiveis apenas digitando o nome destas na linha de
comandos

attach(Testelf)

# Este codigo verifica que é uma variavel categorica
is.factor(amostra)

# Este codigo cria um gréfico de caixa de bigodes que vai permitir detetar a presenca de outliers
boxplot(taxa~amostra, main="Fig.-1: Boxplot de 5 amostras", col= rainbow(5))

# Este codigo permite ajustar o modelo ANOVA aos dados através da fungdo aov() no R
modell<- aov(taxa~amostra)

# Este codigo permite obter os resultados da ANOVA (fator Gnico)
summary(modell)

# Este codigo efetua o teste de Tukey para um nivel de confianca de 95%
TukeyHSD(modell, conf.level = 0.95)

# Este codigo permite alterar as dimensdes das margens do grafico
par(mar =c(4, 7, 2, 2))

# Este codigo cria um grafico para os resultados do teste de Tukey
plot(TukeyHSD(modell, conf.level = 0.95),las=1, col = "red",cex.axis=0.7)
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